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Le CD154, est une glycoprotéine transmembranaire de type II appartenant à la famille des 
TNF (tumor necrosis factor). Il est exprimé de façon inductible et transitoire sur plusieurs 
types cellulaires. Il existe deux formes du CD154, membranaire (mCD154) et soluble 
(sCD154) qui forment une structure trimérique biologiquement active. Le CD154 a été 
initialement identifié pour son rôle important dans la réponse humorale thymodépendante 
suite à sa liaison avec son récepteur, le CD40. Il a été démontré par la suite, que le CD154 
joue un rôle dans différentes réponses inflammatoires dont certaines peuvent conduire à 
des processus pathogènes de maladies inflammatoires chroniques et auto-immunes.  
Depuis quelques années, des études ont montré que les intégrines αIIbβ3, αMβ2, αvβ3 et 
α5β1 sont de nouveaux récepteurs pour le CD154. Elles jouent un rôle important dans le 
contrôle de nombreux processus cellulaires tels que la prolifération et l’apoptose 
cellulaire. Cependant, le rôle biologique de l’interaction du CD154 avec ses récepteurs 
nouvellement identifiés reste peu étudié. 
Les cellules T sont des cellules clés de la réponse immunitaire, leur survie et leur 
persistance constituent unesignature caractéristique de nombreuses maladies 
inflammatoires et auto-immunes. Lors de ces dernières, les cellules T expriment des 
niveaux élevés d’intégrines β1. Étant donné le rôle attribué aux intégrines et en particulier 
aux intégrines β1, dans l'inhibition des événements apoptotiques dans les cellules T, nous 
étions intéressés d’étudier le rôle de l'interaction CD154 / α5β1 dans la promotion de la 
survie des cellules T. 
Dans cette étude, nous avons démontré que le sCD154 est capable de se lier 
spécifiquement à lʼintégrine α5β1 exprimée par les cellules T, et que cette interaction 
inhibe l'apoptose cellulaire induite par Fas dans les lignées de cellules T suite à lʼinhibition 
du clivage de la caspase-8. Nous avons également montré que lʼeffet anti-apoptotique 
induit par l’axe CD154/α5β1 nʼétait pas restreint au Fas seulement, mais était généralisé 
aux autres récepteurs de mort de la famille des TNF tel que le TRAIL et le TNF. Plus 
intéressant encore, nos résultats ont montré que la pré-incubation avec le sCD154 des 
cellules humaines T CD3+, protège ces dernières de la mort induite par Fas. Enfin, nous 
avons montré que comme le sCD154, le mCD154 était capable dʼinhiber la mort induite 
 
 
via les différents récepteurs de mort Fas, TRAIL et TNF, mais seulement par un 
mécanisme cis-dépendant lorsque le CD154 et lʼintégrine α5β1 sont exprimés à la surface 
d’une même cellule. Ces résultats soulignent l’importance de l'interaction CD154/α5β1 
dans la survie des cellules T et de ce fait, dans leurs rôles biologiques. Cette nouvelle 
observation inculpe davantage le CD154 et ses récepteurs les intégrines dans l’initiation, 
mais également dans la progression et la persistance des pathologies inflammatoires et 
auto-immunes en particulier. L'inhibition spécifique de cet axe peut représenter une cible 
thérapeutique potentielle dans le traitement des pathologies. 
 



























CD154 is a type II glycoprotein belonging to the tumor necrosis factors (TNF). It’s 
expressed in a transitory way on different cell types. There are two forms of CD154, 
membrane (mCD154) and soluble (sCD154). Both form are biologically active trimeric 
structure. CD154 has been identified on its role in the thymus dependent humoral response 
following its binding with its CD40 receptor. It has subsequently been shown that CD154 
plays a role in various inflammatory responses, some of which may lead to pathogenic 
processes of chronic inflammatory and autoimmune diseases. 
 
Recently, studies have shown that other αIIbβ3, αMβ2, αvβ3 and α5β1 receptors belonging 
to the integrin family could interact with CD154. They play an important role in the control 
of many cellular processes such as cell proliferation and apoptosis. However, the biological 
role of the interaction of CD154 with its newly identified receptors remains poorly studied. 
T lymphocytes are key cells in the immune response. Their survival and persistence is a 
characteristic signature of numerous inflammatory and autoimmune diseases. In these 
latter, T cells express high levels of β1 integrins. Given the role attributed to integrins and 
in particular to β1 integrins in the inhibition of apoptotic events in T cells, we were very 
interested in studying the role of the CD154 / α5β1 interaction in promoting T cell survival. 
In this study we have demonstrated that sCD154 is able to specifically bind to T-cell 
expressed α5β1 integrin. This interaction inhibits Fas-induced apoptosis in Jurkat E6.1 and 
HUT-78 T cell lines following the inhibition of cleavage of caspase-8. We have also shown 
that the anti-apoptotic effect induced by the CD154 / α5β1 axis was not restricted to Fas, 
but was generalized to other TNF-like death receptors such as TRAIL and TNF. More 
interestingly, our results showed that preincubation with sCD154 of previously activated 
human T CD3+ cells, protects them from Fas-induced death. Finally, we have shown that, 
like sCD154, mCD154 was able to inhibit death induced by the different death receptors 
Fas, TRAIL and TNF, but only by a cis-dependent mechanism when CD154 and α5β1 are 
expressed at the same time surface of the same cells. 
 
These results enhance the importance of the CD154 / α5β1 interaction in the survival of T 
cells and thus in their biological roles. This new observation further induces CD154 and its 
 
 
integrin receptors in initiation, but also in the progression and persistence of inflammatory 
and autoimmune pathologies, in particular. The specific inhibition of this axis may 
represent a potential therapeutic target in the treatment of pathologies. 
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Notre organisme est constamment exposé à des substances étrangères, des agents 
infectieux, mais aussi à des agressions endogènes. La protection de ce dernier est 
assurée par le système immunitaire qui met en jeu deux processus inter connectés : 
l’immunité innée et l’immunité adaptative. L'interaction entre les 
cellules de l'immunité innée et adaptative est indispensable pour permettre 
une défense efficace de l’organisme. En effet, l'immunité innée, représente la 
première ligne de défense, elle assure une réponse très rapide mais non spécifique, 
qui fait intervenir les cellules comme: les monocytes, les macrophages, les cellules 
NK, les cellules dendritiques et les neutrophiles. Quant à elle, l’immunité adaptative 
représente la deuxième ligne de défense. Elle est plus lente car elle nécessite la mise 
en place de cellules effectrices qui sont spécifiquement adaptées pour éliminer 
l’agent pathogène. L’immunité adaptative déclenche deux  types de réponses 
immunitaires : l’immunité à médiation cellulaire qui fait intervenir les cellules T, et 
l’immunité à médiation humorale qui induit la production des anticorps par les 
cellules B. Le CD154 est un médiateur et un régulateur central de la réponse 
immunitaire, son interaction avec son principal récepteur, le CD40 a été incriminée 
dans de nombreuses maladies inflammatoires et auto-immunes. Durant ces 
dernières années, la découverte de nouveaux récepteurs du CD154, tels que les 
intégrines αIIbβ3, αMβ2, α5β1 et αvβ3, dévoile des nouveaux rôles pour cette 
molécule dans la médiation des réponses immunitaires. Cependant, peu de choses 
sont connues quant aux réponses biologiques induites par l'interaction du CD154 





1.1 Le CD154 
1.1.1 Structure du CD154  
Le CD154, également connu sous le nom de CD40L, gp39, TRAP (TNF-related 
activation protein) ou encore TBAM (T-B activating molecule) [1], est une 
glycoprotéine transmembranaire de type 2 qui possède une extrémité C-terminale 
extracellulaire et une extrémité N-terminale intracellulaire. Il appartenant à la 
famille des facteurs de nécrose tumorale (TNF) et a été découvert en 1992 [2, 3, 4].  
Le gène codant pour le CD40L est situé sur le chromosome X au niveau de la région 
q26.3 et q27.1. Il est divisé en 5 exons et 4 introns [5, 6]. La protéine du CD154 
humain (hCD154) procède 261 acides aminés (aa) réparties sur 3 parties comme 
suite: la partie extracellulaire formée de 215 aa, la partie transmembranaire formée 
de 24 aa et la partie cytoplasmique formée de 21 aa (Figure 1) [5,7]. Le hCD154 













Figure 1: Structure du gène du CD154 humain. Représentation schématique de 
l'organisation chromosomique du gène du hCD154 situé sur le chromosome Xq26-
q27. Le gène est composé de 5 exons codants pour les différentes régions de la 





Le CD154 existe sous deux formes, une forme membranaire ayant un poids 
moléculaire de 33-39 kDa dépendamment de la glycosylation, et une forme soluble 
(sCD154) 18 kDa [8]. Cette dernière résulte du clivage enzymatique de la forme 
membranaire par les métallo-protéinases ADAM-10 et ADAM-17 [8] entre l’acide 
glutamique 112 (E112) et la méthionine 113 (M113) mais peut également être due 
à un relargage intracellulaire [9]. 
Les deux formes membranaire et soluble du CD154 forment un homotrimère. Dans 
ce dernier, les trois molécules du CD154 sont reliées entre elles par des liaisons non 




1.1.2 Expression du CD154  
Le CD154 a été connu pour être exprimé de façon transitoire à la surface des cellules 
T activées [3, 4], mais il est également exprimé à la surface de plusieurs cellules 
hématopoïétiques comme: les cellules dendritiques, les basophiles, les 
monocytes/macrophages et les plaquettes activées. Il est aussi exprimé sur certaines 
cellules non hématopoïétiques comme les cellules épithéliales, les cellules 
musculaires lisses et les cellules endothéliales [12, 13]. 
 
 
1.2 Les différents récepteurs du CD154  
1.2.1 Le CD40  
1.2.1.1 Structure du CD40 
Le CD40 est connu pour être le principal récepteur du CD154 [3,14]. C’est une 
glycoprotéine transmembranaire de 45-50 kDa de type l dont la région 
carboxyterminale est intracellulaire. Le CD40 appartient à la superfamille des 
"tumor necrosis factor receptor" (TNF-R) [2]. Le gène codant pour le CD40 humain 




exons et 8 introns. La protéine du CD40 procède  277 aa qui sont répartis en 3 
parties: la région intracellulaire formée de 62 aa, la région transmembranaire formée 
de 22 aa et la région extracellulaire formée de 193 aa. Cette dernière est riche en 
résidus cystéines qui permettent la formation des ponts disulfures et le repliement 
de la molécule du CD40 [16] (Figure 2). Au niveau du domaine extracellulaire, le 
CD40 humain et murin partage une homologie de 62%. Les 22 cystéines 
extracellulaires sont conservées, suggérant ainsi le même mode de repliement de la 














Figure 2 : Structure du gène et de la protéine du CD40 humain. Le gène du 
CD40 contient 9 exons codant pour les domaines extracellulaire, transmembranaire 
et intracellulaire de la protéine. La protéine du CD40 est principalement constituée 
d’un long domaine extracellulaire contenant une séquence de 20 résidus cystéines 
divisés en quatres domaines [5]. 
 
 
1.2.1.2 Expression du CD40 
L’expression du CD40 a été initialement découverte à la surface des lymphocytes 
B, et est exprimé durant tous les stades de développement de ces dernières [7]. 
Comme le CD154, l’expression du CD40 est retrouvée à la surface de plusieurs 
 
 
chromosome 20 (q 12-q13.2) 
protéine 







cellules hématopoïétiques et non hématopoïétiques comme les macrophages, les 
cellules dendritiques, les plaquettes, les basophiles, les cellules endothéliales et les 
fibroblastes [11, 18, 19]. Egalement, plusieurs études ont démontré que différents 
stimuli comme l’interféron γ (INFγ), les interleukines (IL-1β, -2 et -4), le TNF-α et 
le GM-CSF (Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), les esters de 
phorbol, le tétradécanoylphorbol acétate (TPA) ou le phorbol myristate acétate 
(PMA), lipopolysaccharide (LPS), les anticorps contre l’IgM ou le CD20, peuvent 
réguler l’expression du CD40 à la surface des cellules [19, 20].  
 
 
1.2.1.3 La signalisation induite par le CD40  
Etant donné que le récepteur CD40 ne possède pas de domaine kinase qui sont 
nécessaires pour la signalisation cellulaire [11], il doit se lier dans son domaine 
intracellulaire à des protéines adaptatrices telles que les protéines TRAFs (TNFR 
associated factors) qui sont considérées comme les principales protéines 
adaptatrices impliquées dans l’induction du signal via le CD40. L’engagement du 
CD40 avec ses ligands, mène à l'activation de différentes protéines kinases comme 
les PI-3K (Phosphoinositide 3-kinases), JNK (c-Jun-NH(2)-terminal kinase), et les 
MAPKs (Mitogen-Activated Protein Kinase) qui dépendamment du type cellulaire, 
vont activer les facteurs de transcriptions comme NFkB (nuclear factor-kappa B), 
CRE (cAMP response element) et AP-1 (Activator protein 1) [21], régulant ainsi 
plusieurs réponses biologiques telles que la commutation isotypique, la 
prolifération, la survie et l’apoptose [22, 12, 23]. Il a été démontré que sur certaines 
cellules, le CD40 peut induire une signalisation indépendante des TRAFs 
impliquant les JAKs et les membres de la famille des STATs (Signal Ransducer and 





























Figure 3: Signalisation induite par le CD40 suite à son association aux 
différentes protéines adaptatrices TRAFs et Jak 3. Lors de l'oligomérisation du 
CD40 avec le CD154, les protéines adaptatrices TRAF sont recrutées au niveau de 
leur site de liaison respectif sur le récepteur CD40. Le CD40 a deux sites de liaison 
différents pour les TRAF. TRAF1, -2 et -3 se lient au site distal de la queue 
cytoplasmique du CD40 tandis que TRAF6 se lie au site proximal de la queue 
cytoplasmique. TRAF5 peuvent former des hétéro-oligomères avec TRAF3 et 
TRAF6 à TRAF2. Le CD40 peut également interagir avec un autre adaptateur de 







1.2.1.4 Interaction du CD40 avec le CD154 
Il a été démontré que les deux formes du CD154 membranaire et soluble (sous leur 
forme trimerique) peuvent interagir avec le CD40. Cette liaison s’effectue au niveau 
des résidus tyrosine 145 (Y154) et arginine 203 (R203) du CD154.  
La structure précise par laquelle CD40 se trouve sur la surface de la cellule est 
encore sujette à controverse. Jusqu’à maintenant, deux modèles d’interactions 
possibles entre le CD154 et le CD40 ont été décrits. Le CD40 est soit un trimère 
préassemblé constitutivement associées au niveau de la membrane, ou il existe sous 
forme de dimère qui est trimérisé lors de la ligature de CD154. En effet, dans le 
premier modèle, nous avons montré que lors de la liaison du CD154 trimérique, le 
CD40 peut oligomériser en dimères entre les résidus de cystéine 238 situés dans la 
région intracellulaire du CD40 [26, 27]. Par la suite, le CD40 s’associe aux TRAF 
pour induire différentes voies de signalisation. Cependant, il n’a pas été déterminé 
si cette association est entreprise avant ou après la liaison disulfure. Cette 
dimérisation apparaît essentielle pour l'activation de la phosphoinositide-3 kinase 
(PI-3K) et l'activation ultérieure de B7.2, ainsi que pour la production d'IL-8 dans 
les cellules B (voir figure 4) [25]. 
 
Par ailleurs, dans le deuxième modèle d’interaction, on décrit le CD40 sous forme 
trimérique à la surface membranaire augmentant ainsi son affinité pour le CD154 
lui aussi sou forme trimérique. Une étude en faveur de cette hypothèse a démontré 
que tous les récepteurs associés à la famille du TNF, incluant le CD40 se retrouvent 
sous forme de trimères préassemblés au niveau de la membrane plasmique [25]. 
Cependant, des études supplémentaires sont nécessaires pour clarifier davantage la 




























Figure 4: Interaction CD40/CD154. Le sCD154 est libéré de la surface cellulaire 
au niveau du  résidu M113. Les deux formes du CD154 membranaire et soluble sous 
leur forme trimérique interagissent avec le CD40 via leurs résidus R203 et Y145 
facilitant ainsi la trimérisation du récepteur. Cette interaction induit la formation  
d'oligomère CD40,  qui est médiée  par des liaisons disulfure (S-S) entre la cystéine 
en position 238 dans le domaine intracellulaire du CD40. CD40 s'associerait avec 
des membres de la famille TRAF. La dimérisation du CD40 est nécessaire pour la 
régulation  de la phosphoinositide-3 kinase (PI-3K), l'expression de B7.2 et lʼIL-8 
dans les cellules B [25]. 
 
 
1.2.1.5 Rôle de l’interaction CD40/CD154 dans les fonctions cellulaires 
L’interaction CD40/CD154 joue un rôle très important dans la réponse immunitaire. 
Au niveau des lymphocytes B, l’interaction du CD40 des lymphocytes B avec le 





En effet, en présence de cytokines relâchées par les lymphocytes T (IL-4, IL-2 et 
IL-10), elle induit la prolifération et la différenciation des lymphocytes B en 
plasmocytes en favorisant la production des immunoglobulines IgA et IgG [28]. 
Chez les patients atteints du syndrome d’hyper IgM, l’absence d’interaction 
CD40/CD154 due à des mutations au niveau du gène codant pour le CD154 ou 
niveau de celui codant pour le CD40, induit chez ces patients des concentrations 
élevées des IgM et un niveau très faible des IgG et des IgE dues à l’incapacité des 















Figure 5: Rôle de l’interaction CD40/CD154 dans la production d’anticorps 
par les lymphocytes B lors de la réponse immunitaire. La commutation des 
isotypes de la chaîne lourde Ig est initiée par l’interaction CD40/CD154. En 
l'absence de CD40 ou de CD4154, les cellules B ne sécrètent que des IgM et ne 
parviennent à induire la commutation istotypique [31]. 
 
 
Lorsqu’il est exprimé à la surface des  lymphocytes B, le CD154 peut interagir avec 
le CD40 d’une autre cellule B, formant une boucle de rétroaction positive qui permet 
l’activation et la génération de cellules B mémoires [32, 33, 34, 35]. De plus, au 




cytokines IL-6, IL-10 et TNF-α, l’augmentation de lʹexpression de  la molécule 
ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule 1), LFA-1 (Lymphocyte function-
associated antigen 1), VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1), ainsi que les 
protéines de CMH-I (major histocompatibility complex−I)et CMH-II (major 
histocompatibility complex−II) facilitant ainsi la prolifération et la différenciation 
de ces cellules en cellules plasmatiques [28]. Au niveau des lymphocytes T CD4+, 
l’interaction CD40/CD154 avec les molécules de costimulation (complexe 
CD28/B7) est primordiale et constitue le deuxième signal requis à la prolifération, 
la différenciation et la survie des cellules T [36, 37]. Une fois activées, ces cellules 
expriment le CD154 à leur surface. Ce dernier  interagit avec le CD40 exprimé à la 
surface des cellules présentatrices d'antigènes (APCs : antigen-presenting cell) 
comme les cellules dendritiques et va permettre la prolifération des lymphocytes T 
et leur différenciation en cellules T effectrices [37]. Au niveau des lymphocytes T 
CD8+, la signalisation CD40/CD154 est essentielle pour une réponse T cytotoxique 
efficace. En effet, il a été démontré que les lymphocytes T CD8+ activés peuvent 
également comme les APCs exprimer le CD40. Ce dernier est capable d’interagir 
avec le CD154 des lymphocytes T CD4+ activés, induisant la survie des 
lymphocytes T CD8+ et leur différenciation en cellules mémoires capables d’exercer 
leurs fonctions cytotoxiques notamment sur des cellules cancéreuses métastasiques 
[38, 39, 40]. Au niveau des cellules dendritiques, l’axe CD40/CD154 participe à 
l’interaction de ces dernières avec les lymphocytes B. Cette interaction induit la 
sécrétion de la protéine BAFF (B-cell activating factor) et APRIL (a proliferation-
inducing ligand) à la surface des cellules dendritiques favorisant ainsi 
différenciation des lymphocytes B en cellules plasmatiques productrices 
d’immunoglobulines en présence IL-2 et IL-4 [42]. 
 
De plus, lors d’une réponse immunitaire, l’activation des cellules dendritiques induit 
une augmentation significative du CD40 membranaire à leur surface. Ce dernier va 
interagir avec le CD154 des lymphocytes T activés augmentant l’expression des 
molécules co-stimulatrices CD80/CD86 et la sécrétion des cytokines IL-12 et IL-10 
par les cellules dendritiques, ce qui va induire la polarisation des lymphocytes T en 




Il a été démontré par Duffau et al., que chez les patients atteints du lupus, l'activation 
plaquettaire était corrélée à la sévérité de la maladie [48].  Les plaquettes des patients 
formaient des agrégats avec les cellules présentatrices d'antigène, comme les 
monocytes et les cellules dendritiques plasmacytoïdes et étaient capable 
d’augmenter la sécrétion de l’IFN-α par les cellules dendritiques  suite à une 


















Figure 6: Rôle de l’interaction CD40/CD154 au niveau des cellules 
dendritiques. Le CD40 et CD154 sont tous deux exprimés sur des CD et des 
lymphocytes activés. La signalisation CD40 sur les CD induit la sécrétion de 
différentes cytokines qui favorisent la polarisation en Th1, Tregs ou Th17. La 
signalisation par le CD40 induit également la sécrétion de BAFF et APRIL, qui en 
présence de l'IL-2 et l'IL-4 provenant des  lymphocytes T, induisent la sécrétion et 







Au niveau des macrophages, l’interaction CD40/CD154 augmente l’expression des 
molécules de costimulation B7.1 et B7.2, ICAM-1 et LFA-3, ainsi que la sécrétion 
des différentes cytokines comme l’IL-12, lʼIL-1, lʼIL-6, lʼIL-8, le TNFα et le 
relâchement des MMPs (métalloprotéines) comme les MMP-1, 2, 3 et 9 [49, 50, 51, 
52]. Les monocytes expriment constitutivement le CD40 qui interagit avec le 
CD154 des lymphocytes T. Cette interaction induit l’activation et la différenciation 
des monocytes en macrophages et permet lʼactivation des lymphocytes T [53, 54]. 
Au niveau des plaquettes, le CD40 est exprimé de façon constitutive alors que 
lʼexpression du CD154nécessite lʼactivation de ces dernières. Il a été démontré que 
lʼinteraction du CD40 plaquettaire avec le CD154 des cellules endothéliales 
augmente l’expression des molécules d’adhésion ICAM-1, VCAM-1 et E-sélectine 
ainsi que la production des cytokines et des chimiokines MCP1 (monocyte 
chemoattractant protein−1), l’IL-6, l’IL-8, et induit la production de la MMP-9 
augmentant ainsi la réponse inflammatoire au niveau de ces cellules [55]. Au niveau 
des cellules musculaires lisses, l’interaction CD40/CD154 induit leur prolifération 
ainsi que leur migration [56, 57]. Au niveau des cellules endothéliales, cette 
interaction induit la sécrétion de plusieurs cytokines comme l’IL-1, l’IL-6, l’IL-8, 
MCP-1, MIP-1α (Macrophage inflammatory protein-1 alpha) et RANTES 
(Regulated on Activation, Normal T Cell Expressed and Secreted), favorisant ainsi 
le recrutement des cellules immunitaires au niveau du site d’inflammation [58, 59]. 
 
1.2.2 Les intégrines αIIbβ3, αMβ2, αvβ3 et α5β1 
Depuis plusieurs années, le CD40 était considéré comme étant le seul récepteur du 
CD154 [3]. Cependant, de nouveaux travaux ont démontré que le CD154 pouvait 
également lier d’autres récepteurs membres de la famille des intégrines, dont : 
l’αIIbβ3 [60], l’α5β1 [61], αMβ2 [62] et αvβ3 [63]. 
 
1.2.2.1 Les intégrines  
Les intégrines sont des récepteurs d’adhérence cellulaire qui contrôlent les 
interactions cellule-cellule et cellule-matrice extracellulaire (MEC). Elles ont été 




constituent le lien principal entre les signaux intra- et extracellulaires et ont un rôle 
important dans la coordination entre le cytosquelette et la matrice extracellulaire 
(MEC) [64]. En effet, les intégrines contrôlent de nombreux processus cellulaires 
tels que l’adhérence, la migration, la prolifération, la différenciation et l’apoptose. 
Etant donné leurs rôles importants, elles ont été incriminées dans de nombreuses 
pathologies et sont la cible de nombreuses thérapies [65, 66, 67, 68]. 
 
1.2.2.1.1 Structure des intégrines  
Les intégrines sont des récepteurs transmembranaires hétérodimériques composées 
de deux sous-unités α et β qui sont associées de manière non covalente. Chez 
l’homme, on compte 18 sous-unités α et 8 sous-unités β qui s’associent pour former 
24 hétérodimères différents. En fonction de leur spécificité de ligand, les intégrines 
peuvent être classées en quatre grands groupes : les intégrines liant la laminine, les 
intégrines liant le collagène, les intégrines reconnaissant les motifs RGD et les 















Figure 7: Les récepteurs de la famille des intégrines. Les intégrines sont 
constituées de 24 hétérodimères différents et sont classées en 4 sous-groupes, en 




Les intégrines sont formées de trois domaines : un long domaine extracellulaire de 
700 à 1100 aa, qui est responsable de la reconnaissance et de la liaison du ligand 
aux deux sous unités α et β de l’intégrine [65, 74, 75, 76]. 
La sous unité α du domaine extracellulaire compte une hélice de 7 segments 
composés d’environ 60 aa. Chaque segment est  formé de feuillets β et participe à 
la formation de la tête de l’intégrine. Les derniers segments  possèdent des sites de 
liaison au calcium (Ca2+), au magnésium (Mg2+) et au manganèse (Mn2+) [77]. On 
trouve également au sommet de la sous unité α le domaine αI, ou domaine A, qui 
est responsable de la reconnaissance du ligand par les intégrines possédant ce 
domaine. Le reste de la sous-unité α est formé d’une région linéaire constituée de 
trois feuillets β [78, 65, 74, 75, 76]. 
 
Quant à la sous unité β du domaine extracellulaire, elle est composée d’un domaine 
PSI (plexine/sémaphorine/intégrine) dans sa région N-terminale, d’un domaine 
hybride, dans lequel s’insère un domaine βI, qui participe à la reconnaissance du 
ligand pour les intégrines ne possédant pas le domaine αI, de 4 domaines « EGF-
like » (I-EGF1 à 4) et d’une queue β (figure 8) [79, 80, 81, 82]. Le domaine 
transmembranaire des intégrines est très court, il compte entre 20 à 30 aa et est en 
forme d’hélice. Le  domaine cytoplasmique quant à lui compte entre 10 à 75 aa. 
[80], sauf pour l’intégrine β4 qui compte plus de 1000aa et il est dépourvu de toute 
activité enzymatique. Il joue un rôle très important dans la liaison avec de 
nombreuses protéines intracellulaires comme la taline et les kindlines ainsi que dans 
les fonctions intracellulaires des intégrines grâce aux deux motifs NPXY/Fet 




























Figure 8: Structure cristallographique d’une intégrine. Les intégrines sont 
formées de trois domaines : un long domaine extracellulaire, qui est responsable de 
la reconnaissance et de la liaison du ligand aux deux sous unités α et β de l’intégrine, 
dʼun très court domaine transmembranaire et dʼun domaine cytoplasmique [82].  
 
 
1.2.2.1.2 Les intégrines et leurs ligands  
La liaison des intégrines avec leurs ligands est primordiale pour la transmission du 
signal et l’activation des différentes voies de signalisation à l'intérieur de la cellule. 
Les constituants  de la matrice extra cellulaire tels que le collagène, la fibronectine 
ou la laminine, constituent les principaux ligands des intégrines. Les intégrines 
α1β1, α2β1, α10β1 et α11β1 sont les principaux récepteurs du collagène, les 
intégrines α3β1, α6β4 et α7β1 sont ceux de la laminine et les intégrines α5β1, α8β1, 
α11bβ3 et αvβ3 sont les récepteurs majeurs de la fibronectine [83]. En plus des 





ICAM et les cadhérines qui sont des récepteurs présents à la surface des cellules 
voisines [65, 74, 75, 76].  
 
1.2.2.1.3 Activation des intégrines 
L’interaction des intégrines avec leurs ligands induit un changement de 
conformation de ces dernières qui peuvent adopter trois différentes conformations: 
inactive, partiellement active et active (figure 9) [76, 82, 84]. La conformation 
inactive est une conformation fermée ou repliée de l’intégrine, dans laquelle elle a 
une faible affinité pour son ligand. Ici, les domaines transmembranaire et 
cytoplasmique des sous unités α et β sont bloqués par des ponts salins qui 
empêchent la liaison de l’intégrine avec les protéines intracellulaires. L’interaction 
de l’intégrine avec des partenaires intracellulaires tels que la taline ou la kindline au 
niveau du domaine cytoplasmique de la sous-unité β,  permet la rupture des ponts 
salins, la séparation des deux sous unités dans leur région cytoplasmique puis 
transmembranaires induit un changement dans la conformation modifiant ainsi 
l’affinité de l’intégrine à son ligand. Cette signalisation est appelée « inside-out ».  
Le changement de conformation  induit par cette signalisation permet la liaison du 
ligand à l’extérieur de la cellule qui régulera alors la transmission des signaux 
intracellulaires induisant ainsi une signalisation « outside-in » [65, 85, 86, 87, 88]. 
Cette dernière, permet le maintien de l’intégrine en conformation active et le 
regroupement de plusieurs intégrines à de nombreux partenaires cytoplasmiques 
pour former des complexes multiprotéiques, qui permet la régulation de nombreux 
processus intracellulaires. La signalisation inside-out et outside-in sont des 
processus liés qui confèrent à l’intégrine le potentiel d’induire une signalisation 





























Figure 9 : Activation des intégrines. L'activation Inside–out dépend de la liaison 
des protéines intracellulaires aux domaines cytoplasmiques de l'intégrine. La talin 
et FAK sont parmi les premières protéines à être recrutées. Pour l’activation 
outside–in, la liaison du ligand induit une transition d’une conformation «fermée» à 
une conformation «ouverte» du domaine I de la sous-unité β [76]. 
 
 
1.2.2.1.4 Régulation de l’activation des intégrines  
 
1.2.2.1.4.1 Régulation par les cations divalents et les ligands 
L’activation des intégrines peut être modulée par des cations divalents. Des études 
effectuées sur l’interaction de l’intégrine α5β1 et son ligand la fibronectine a 





l’activation des intégrines [89]. Alors que le Mg2+ et le manganèse Mn2+ favorisent 
la liaison du ligand sur les intégrines, le Ca2+ a un effet inhibiteur et empêche la 
liaison avec le ligand [77]. L’activation des intégrines est également modulée suite 
à leur interaction avec des petits peptides tels que les RGD ou des anticorps 
activateurs dits LIBS (Ligand Induced Binding Site) qui induisent le changement de 
conformation des intégrines [90, 91, 92]. 
 
1.2.2.1.4.2 Les régulateurs d’activation des intégrines  
 
1.2.2.1.4.2.1 Les régulateurs positifs : Taline et Kindline 
La taline et les kindlines sont nécessaires pour la rupture des ponts salins qui relient 
les deux sous unités α et β des intégrines. La liaison de ces dernières au niveau du 
domaine cytoplasmique de l’intégrine permet leur  activation. La taline se trouve 
dans un état inactif ou son domaine FERM (Four-point-one protein, Ezrin, Radixin, 
Moesin) est masqué. La protéolyse par la calpaine ou la liaison de PI4,5P2 
(Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) induisent l’activation de la taline [93, 94]. 
Une fois activée, la taline se lier par son domaine phosphotyrosine binding (PTB) 
au motif membranaire proximal NPxY. Cette interaction permet de fournir un point 
d’ancrage solide entre la taline et l’intégrine mais ne permet pas la rupture des ponts 
salins et la dissociation des sous unités α et β de l’intégrine, car cette dernière reste 
dans un état de faible affinité pour son ligand. La liaison du domaine FERM de la 
taline à un second site de la région membranaire proximale induit la rupture des 
ponts salins et le changement conformationnel de l’intégrine qui permettra à cette 
dernière d’avoir une forte affinité pour son ligand extracellulaire [95]. 
 
Les kindlines jouent un rôle important dans l’activation de la taline mais n’activent 
pas directement les intégrines. Elles ont dans leur partie C-terminale un domaine 
FERM qui contient un motif PTB-like proche de celui de la taline. Ce domaine 
permet l’interaction avec les intégrines β1, β2 et β3 [96]. Les kindlines interagissent 




séquence S/T-T située en amont du NxxY est également nécessaire à l’interaction 
de l’intégrine et la kindline. La fixation de la kindline sur l’intégrine aurait un effet 
synergique sur l’activation de cette dernière par la taline. Le mode d’action exact de 
lakindline n’est pas encore tout à fait élucidé. Toutefois, il semblerait que la kindline 
en se fixant sur la sous-unité β réduirait la flexibilité de sa queue cytoplasmique, 
permettant ainsi une interaction optimale avec la taline.  
 
 
1.2.2.1.4.2.2 Les régulateurs négatifs 
Il existe plusieurs molécules qui rentrent en compétition avec la taline et empêche 
l’activation des intégrines. Parmi ces dernières on peut citer la protéine Dok1 
(docking protein 1) qui, en se fixant sur la sous unité β3 empêche la liaison de la 
taline à l’intégrine [97]. La protéine ICAP-1 (Integrin Cytoplasmic domain 
Associated Protein-1) régule négativement l’activation des intégrines en se fixant 
sous-unité β1 [98, 99].  La protéine régulatrice SHARPIN (SHANK-associated RH 
domain interactor) quant à elle se fixe au domaine cytoplasmique de la sous unité α 
de l’intégrine et bloque la fixation de la taline sur cette dernière [100].   
 
1.2.2.1.4.3 Plateforme de signalisation des intégrines  
Lors de l’adhérence à la MEC, les intégrines interagissent avec des protéines du 
cytosquelette comme la taline et la vinculine et forment des réseaux de filaments 
d’actine. Ces derniers se réorganisent et déclenchent une boucle de rétrocontrôle 
positive. Elles provoquent ainsi l’agrégation des intégrines au niveau de la 
membrane cytoplasmique formant des complexes multi-protéiques appelés plaques 
d’adhérence focales. Ces dernières constituent un réseau de 156 protéines et mettent 
en évidence le rôle primordial que jouent les intégrines au niveau de la signalisation 
intracellulaire (tableau 1) [101]. On y trouve : 24 protéines du cytosquelette, 9 
protéines se liant à l’actine, 10 protéines sérine/thréonine kinases, 3 protéines 
sérine/thréonine phosphatases, 9 protéines tyrosine kinases, 8 GAP, 8 GEF, 7 




protéines. L’assemblage de ces protéines joue un rôle majeur de la transmission de 
signaux contrôlant divers processus cellulaires [102]. FAK (focal adhesion kinase) 
est une protéine particulièrement importante dans la transmission du signal induit 
par les intégrines. L’agrégation des intégrines induit l’activation de FAK au sein des 
adhésions focales. FAK constitue l’un des points centraux les plus importants de ces 
connexions grâce à sa localisation préférentielle près des intégrines, au niveau des 
complexes d’adhérence. Elle interagit avec plusieurs protéines adaptatrices comme 
la paxilline et la Grb2, et recrute plusieurs protéines de signalisation contenant des 
domaines SH2. FAK a été impliquée dans l’activation des voies de signalisation 
PI3-k/AKT et Ras/MAP-kinas qui contrôlent notamment plusieurs processus 

















Tableau I: Les principaux intervenants du complexe d’adhérence. Le complexe 
d’adhérence est une large structure composée de protéines.  Au sein de ces 
complexes, FAK est l’un des points centraux de ces connexions en étant 
l’intermédiaire entre les signaux activateurs des intégrines ou des facteurs de 
croissance et les autres protéines. Le nombre de protéines nécessite l’association de 





1.2.2.1.4.4 Régulation des fonctions cellulaires par les intégrines 
Les intégrines sont des acteurs clés dans la transduction des signaux provenant de 
la MEC. Elles jouent un rôle primordial dans la régulation de nombreuses fonctions 
cellulaires comme la migration, la prolifération, la différenciation et la survie 
















Figure 10 : Régulation des fonctions cellulaires par les intégrines. Les intégrines 
peuvent activer différentes voies de signalisation permettant le contrôle de fonctions 
cellulaires essentielles telles que la survie, la prolifération et l'invasion [65]. 
 
1.2.2.1.4.4.1 Adhérence et migration cellulaire  
L'adhérence et la migration cellulaires jouent un rôle essentiel dans de très 
nombreux processus physiologiques notamment au cours de la réponse immunitaire 




La migration est un processus qui fait intervenir plusieurs étapes, parmi elle, 
l’adhérence à la matrice extracellulaire qui permet l'étalement de la cellule et la 
formation au front de migration de sites d'adhérences focales qui stabilisent les 
protrusions membranaires de type lamellipodes et filopodes et permettent ainsi le 
déplacement de la cellulaire. Les intégrines jouent un rôle majeur dans ce processus 
et servent de point d'ancrage reliant la matrice extracellulaire au cytosquelette 
d'actine. Ces dernières recrutent de nombreuses protéines cytoplasmiques et former 
des adhésions focales. 
 
Les sites d'adhérences focales sont constitués d'un assemblage d'intégrines, 
regroupées en amas et reliées aux fibres du cytosquelette par des protéines d'ancrage 
telles que꞉ la vinculine, la paxiline, l'alpha-actinine, la taline et la tensine. Le 
complexe d'adhérence focale est composé d'une centaine de protéines qui 
interagissent avec d'autres protéines du cytosquelette pour réguler l’activation de 
plusieurs voies de signalisation dont les GTPases de la famille Rho (Rho, Rac et 
Cdc42) [109]. Ces dernières sont impliquées dans la polymérisation de l'actine. Ils 
opèrent dans des voies de signalisation distinctes pour l'organisation du 
cytosquelette d'actine. Rho est impliquée dans la formation des zones d'adhérences 
focales et des fibres de tension. Elle active ROCK (Rho kinase) qui va phosphoryler 
la phosphatase MLCP (myosin light-chain phosphatase) et la MLCK (Myosin Light 
Chain Kinase), permettant ainsi la phosphorylation de la MLC. Rac  et Cdc42 quant 
à elles, sont impliquées dans la dépolymérisation de l'actine par lʼactivation de PAK 





1.2.2.1.4.4.2 Prolifération cellulaire  
Les intégrines sont des acteurs essentiels pour le maintien de l’intégrité des tissus. 
Elles jouent un rôle important dans la croissance cellulaire suite à lʼinteraction des 





Les intégrines à chaine β1 favorisent la prolifération cellulaire. En effet, Il a été 
démontré que ces dernières peuvent s’associer au récepteur EGF (Epidermal Growth 
Factor) à la surface des cellules épithéliales A431 durant l’interaction cellulaire 
[117]. Les intégrines à chaine β1 ont également été démontrées interagir au niveau 
des cellules cancéreuses prostatiques avec les récepteurs d’IGF−1 (insulin-like 
growth factor 1) [118]. L’intégrine α6β4 peut interagir elle aussi avec les récepteurs 
l’EGF, ErbB2 (Receptor tyrosine-protein kinase) et c-Met alors que l’intégrine αvβ3 
va interagir avec le récepteur au PDGF (platelet-derived growth factor) [119, 120]. 
 
Les intégrines régulent la prolifération cellulaire en coopération avec les récepteurs 
des facteurs de croissance par la modulation de nombreuses voies de signalisation 
parmi elles les voies AKT, MAPK/ERK, JNK qui régulent la progression des 
cellules au cours du cycle cellulaire de la phase G1 à S [66, 67, 70, 121]. 
 
Les intégrines induisent le recrutement et la phosphorylation de la protéine kinase 
FAK qui forme une plateforme pour le recrutement des GTPases RhoA, Rac et 
Cdc42 pour l’activation des voies de signalisation MAPK/ERK et JNK (figure 11). 
FAK interagit avec l’EGFR via la protéine SRC-3Delta4 et régule la migration 
cellulaire dépendante de l'EGF [122]. Elle interagit également avec les adaptateurs 
Shc, Grb2 (growth factor receptor-bound protein 2) et SOS (SonofSevenless), pour 
l’activation de Ras et de la voie MAPK ERK [123]. Suite à son interaction avec les 
protéines de la famille ERM (ezrin/radixin/moesin) et le NHERF (Na(+)/H(+) 
exchanger regulatory factor), FAK contrôle indirectement la signalisation 
dépendante des récepteurs aux facteurs de croissance formant ainsi un lien entre les 



































Figure 11: Les voies de signalisation dépendantes des intégrines. Les 
intégrinespeuvent s’associer aux récepteurs tyrosines kinases, afin d’amplifier les 
signalisations dépendantes de ces récepteurs tel que les voies ERK/MAPK, 
AKT/PKB et JNK. Adapté de Guo & Giancotti, 2004 [66]. 
 
 
1.2.2.1.4.4.3 Différenciation cellulaire  
La MEC joue un rôle important au cours de la différenciation des cellules souches 







donner naissance aux différentes cellules spécialisées de l’organisme. Au cours des 
différents stades de différenciation de ces cellules, les propriétés physico-chimiques 
de la MEC telles que la rigidité et les interactions avec les intégrines  jouent un rôle 
primordial dans ce processus. En effet, il a été démontré que le niveau de rigidité de 
la MEC peut orienter les cellules souches mésenchymateuses vers différents types 
cellulaires (neuronal, musculaire, adipocytaire ou osteoblastique) [126]. Le groupe 
de Brizzi a démontré que  la présence d’une MEC souple, comparable à celle trouvée 
dans le cerveau, induit les cellules souches mésenchymateuses à se différencier vers 
une orientation neurale [120]. Lʼinteraction des composants de la MEC avec les 
intégrines joue également un rôle important dans l’induction de la différenciation 
des cellules souches et leur maintien dans de nombreux organes comme le système 
hématopoïétique, le cerveau, l’épiderme ou encore la glande mammaire [74, 127, 
128, 129]. Il a été démontré que le signal provenant de lʼinteraction entre l’intégrine  
β1 et du BMP-2 (Nuclearbone morphogenetic protein 2) est nécessaire la 
différenciation des ostéoblastes [130].  
 
1.2.2.1.4.4.4 Survie cellulaire et l’apoptose  
L'apoptose ou mort programmée des cellules est un processus physiologique qui 
permet l’élimination des cellules âgées, infectées ou dangereuses de l’organisme. 
Lʼapoptose est caractérisée par des évènements morphologiques comme le 
bourgeonnement de la membrane plasmique, la condensation et la fragmentation du 
noyau aboutissant à la formation de plusieurs corps apoptotiques qui sont 
rapidement phagocytés par les macrophages ou les cellules voisines afin dʼéviter 



























Figure 12: Caractéristiques morphologiques de l’apoptose. A. Schéma du 
processus d’apoptose. B. Photographie par microscopie électronique à balayage de 
cellules de sarcome de souris vivantes (couvertes de microvillosités) et en apoptose 
(décomposition en corps apoptotiques) [131]. 
 
 
L’apoptose joue un rôle essentiel dans l’embryogenèse, l’homéostasie cellulaire, 
l’atrophie et dans la réponse immunitaire. En effet, au cours de cette dernière, 
l’apoptose va jouer un rôle clé dans le développement des cellules T en éliminant 
les lymphocytes dits « auto‐réactifs » dans le thymus. Elle joue également un rôle 
important dans lʼélimination des lymphocytes T après la phase dʼexpansion lors 
dʼune réponse immunologique vis à vis d’un pathogène en mettant fin à 
l’inflammation ainsi générée. Le dérèglement du processus d’apoptose ou une 
prolifération cellulaire incontrôlée est à lʼorigine de nombreuses pathologies comme 
les cancers, les maladies auto‐immunes et inflammatoires comme l’asthme, la 
broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO), la maladie de Crohn, 






1.2.2.1.4.4.4.1 Les caspases: protéases exécutrices de lʼapoptose 
Le mécanisme par lequel l'apoptose est induite à l'intérieur des cellules diffère selon 
qu'il provient d'un signal extracellulaire ou d'un signal intracellulaire, cependant, 
peu importe qu'il s'agisse de la voie des récepteurs de mort ou de la voie 
mitochondriale, le mécanisme nécessite l’activation de protéases intracellulaires 
spécifiques, les caspases pour "Cysteinyl aspartate specific protease" qui sont des 
endoprotéases qui possèdent un site catalytique [132]. 14 caspases ont été décrites. 
Elles sont situées dans le cytoplasme et dans la mitochondrie. Selon leur fonction, 
ces dernières peuvent être divisées en 3 groupes: les caspases initiatrices de 
l'apoptose, les caspases effectrices de l'apoptose et les caspases activatrices des 
cytokines (figure 13) [133]. 
















Figure 13: Comparaison structurelle des pro-caspases et des différents groupes 
de caspases.Selon leur fonction, les caspases peuvent être divisées en 3 groupes: les 
caspases initiatrices de l'apoptose, les caspases effectrices de l'apoptose et les 




Le plus souvent, les caspases sont sous forme inactive, leursynthèse aboutit à la 
formation de proenzymes inactifs (procaspases) dont l’activation nécessite un 
clivage protéolytique. Lʼactivation des caspases résulte du clivage protéolytique et 
de l’auto-association de 2 pro-caspases. Elles forment un ensemble tétramèrique 
(homodimère d’hétérodimères) constitué de deux grandes et deux petites sous‐
unités. En effet, les caspases sont constituées dʼun long pro-domaine N-terminal de 
longueur variable allant de 23 à 219 acides aminés qui joue rôle dans les interactions 
protéines-protéines et est impliqué dans la régulation de l’activité des  caspases. Ce 
domaine est suivi d’un domaine de 17 à 21 kDa (P20) qui deviendra après clivage 
la grande sous-unité et enfin,  un domaine C-terminal de 10 à 14 kDa (P10) qui 
constituera la petite sous-unité (figure 14). 
 
Les caspases initiatrices 8 et 10 possèdent un domaine effecteur de mort (DED) leur 
permettant de se lier aux protéines du DISC (death-inducing signaling complex), 
alors que la caspase 9 possède un domaine CARD (caspase recruitment domain), lui 
permettant de se lier aux protéines de l’apoptosome [134, 135, 136]. Les caspases 
effectrices, n’ont ni domaine CARD ni domaine DED et ne peuvent pas être activées 
par un mécanisme d’auto-activation à cause de leur court domaine (figure 14). Leur 
clivage protéolytique dépend des caspases initiatrices. Ainsi, les caspases-8, -9, et -
10 sont décrites comme les protéases gouvernant l’activation séquentielle des 
caspases effectrices dans l’apoptose médiée par la voie extrinsèque des récepteurs 



























Figure 14: Mécanisme d'activation des caspases. Les caspases sont sous forme 
inactive. Lʼactivation des caspases résulte du clivage protéolytique et de l’auto-
association de 2 pro-caspases. Elles forment un ensemble tétramèrique  constitué de 
deux grandes et deux petites sous‐unités. Elles sont constituées dʼun long pro-
domaine N-terminal qui est suivi d’un domaine P20 qui deviendra après clivage la 




1.2.2.1.4.4.4.2 Voies de signalisation de l'apoptose 
Lʼinitiation de lʼapoptose peut être déclenchée par deux différentes voies: la voie 







1.2.2.1.4.4.4.2.1 Voie extrinsèque 
La voie extrinsèque est déclenchée par la stimulation des récepteurs 
transmembranaires qui appartiennent à la superfamille des récepteurs du TNF 
(TNFR), dont les membres principaux sont: le CD95, connu sous le nom de FAS 
qui a été le premier récepteur identifié, le TNFR1 et les récepteurs TRAILR1 
(également connu sous le nom de DR4 et TNFRSF10A) et TRAILR2 (également 
connu sous le nom de DR5 et TNFRSF10B) [140, 141]. Pour induire le signal de 
mort, ces récepteurs s’associent à différents ligands, on peut citer: Fas Ligand (Fas–
L), TNF-α, APO3–L et TRAIL respectivement (tableau II). Ces derniers sont 
synthétisés sous forme de précurseurs trans-membranaires avant que leurs domaines 
extracellulaires soient clivés par des métalloprotéases. Ils se lient par la suite à leurs 











Tableau II: Les récepteurs de mort et leurs ligands. Nomenclature des récepteurs 
et des ligands de la superfamille du TNF: FAS, TNFR et TRAILR [142]. 
 
 
Les récepteurs de mort sont caractérisés par un motif extracellulaire riche en résidus 
cystéines qui permettent la fixation de leurs ligands et un domaine intracellulaire 
contenant un motif peptidique caractéristique dit domaine de mort (DD; Death 
Domain) qui permet la transmission du signal apoptotique [143, 144, 145].  
La liaison des ligands à la partie N-terminale du domaine extracellulaire de leurs 





ainsi  lʼapparition du domaine de mort intracellulaire du récepteur. Le domaine DD 
du récepteur interagit avec la protéine adaptatrice intracellulaire FADD (Fas-
associated death domain) [146]  qui, en plus dʼinteragir avec le DD du récepteur, 
possède un domaine effecteur de mort qui permet la liaison des caspases initiatrices 
8 et 10. L’ensemble de ces protéines forme le complexe multimoléculaire 
d’induction de la mort cellulaire, le DISC. Ce complexe clive les deux pro–caspases 
8 et 10 induisant ainsi leur activation. Ces dernières à leur tour, dans une boucle 
d’amplification, activer les caspases effectrices 3 et 7 et induire l'apoptose de la 
cellule [147, 148].  
 
 
1.2.2.1.4.4.4.2.2 Voie intrinsèque 
Elle est déclenchée par de nombreux stimuli détectés au niveau intracellulaire 
commel’augmentation des ROS, des dommages à l’ADN, le stress du réticulum 
endoplasmique, l’activation d’oncogènes, etc. Ces divers  stress apoptotiques  
déclenchent  l’activation de cette voie qui rend perméable la membrane externe de 
la mitochondrie(MOMP) et augmente  le relargage du cytochrome C [148]. Suite à 
cette perméabilisation, le cytochrome C va être libéré dans l'espace inter 
membranaire mitochondrial et s’associe avec la protéine adaptatrice Apaf1 
(apoptotic protease-activating factor-1) et la procaspase 9, pour former 
l’apoptosome. La procaspase 9, après clivage de son prodomaine N-terminal, est 
alors activée en caspase 9 inductrice [148]. 
 
La voie mitochondriale est fortement régulée par les interactions entre les membres 
de la famille de Bcl2 (B cell lymphoma-2) comme les protéines anti-apoptotiques 
telles que BCL 2 ou BCL XL, les protéines pro-apoptotiques BH3, BID et BI et de 
protéines effectrices pro-apoptotiques BAX, BAK et BOK. La protéine apoptotique 
BH3 induit lʼactivation de BAX et BAK au niveau de la membrane externe des 
mitochondries. Les protéines BCL 2  inhibent la MOMP et la mort cellulaire soit en 





Les voies intrinsèques et extrinsèques interfèrent également avec le clivage de la 
caspase 8 qui clive la protéine Bid pour fournir le fragment "T-bid", qui interagit 






















Figure 15: Les voies de signalisation apoptotiques extrinsèques et intrinsèques. 
Lʼapoptose peut être initiée par deux différentes voies: la voie extrinsèque qui 











1.2.2.1.4.4.4.3  Les autres types de mort cellulaire 
Il existe dʼautres type de mort cellulaire. L’anoïkis est un cas particuliers 
d’apoptose. Il est induit  par le détachement cellulaire de la matrice extracellulaire 
et est  restreint  aux cellules non adhérentes. L’anoïkis implique la perte de 
l’attachement des intégrines β1, la diminution de l’expression de l’EGFR, 
l’inhibition de la signalisation ERK1 et la surexpression de Bim [151]. 
 
Un autre type de mort cellulaire est la nécrose. Contrairement à l’apoptose la nécrose 
est considérée comme une mort cellulaire dite "accidentelle".  Elle survient suite à 
différents événements tels que l’hypoxie, les agents physiques (traumatismes 
cellulaire, thermiques, radiations), chimiques et infectieux (virus, bactéries). La 
nécrose entraîne une rupture de la membrane plasmique et à la libération du contenu 
cytoplasmique dans le milieu environnant, déclenchant ainsi une réaction 
inflammatoire. La nécroptose est une forme  bien décrite  de nécrose. Elle est 
provoquée par l’activation des récepteurs de mort et des récepteurs Toll-like TLR3 
et TLR4. L’activation des kinases RIP1 et RIP3 est primordiale dans l’initiation de 
cette voie et peut être inhibée par la caspase-8 et par les molécules chimiques de 
type nécrostatines [152]. L’autophagie est un autre type de mort cellulaire. Dans ce 
dernier, la cellule dégrade son matériel cytoplasmique en utilisant ses propres 
lysosomes. L’autophagie est initiée par la formation d’une structure multi-
membranaire, le phagophore, qui va rassembler l’ensemble des constituants 
cellulaires à dégrader puis former par la suite l’autophagosome. Le contenu 
cytosolique séquestré dans cette vésicule à double membrane est finalement dégradé 
après fusion avec le lysosome [153]. 
 
Il esxiste également différents types de mort cellaire qui sont specifique  à un type 
cellulaire. En effet, on retrouve: la netosis qui concerne que les granulocytes 
neutrophiles et éosinophiles. Les cellules présentent alors une importante 
vacuolisation cytoplasmique, une décondensation de la chromatine et une rupture 
de toutes les membranes nucléaires et granulaires [154]. La cornification, qui touche 
uniquement les kératinocytes, est un processus de mort cellulaire physiologique 




des kératinocytes, apparentée à un processus de différenciation terminale, est 
associée à l’activation de la caspase-14 et des transglutaminases 1, 3 et 5[155]. 
La pyroptose est restreinte aux macrophages infectés par des pathogènes bactériens. 
Elle a pu être observée en présence de plusieurs pathogènes comme Salmonella 
typhimurium, Listeria monocytogenes ou Bacillus antracis. La pyroptose nécessite 
l’activation de la caspase-1 par une plateforme multiprotéique. La caspase-1 induit 
la maturation et la sécrétion des interleukines pyrogènes IL-1β et IL-18[156]. 
 
1.2.2.1.4.4.5 Rôle des intégrines dans la survie cellulaire 
Les interactions cellule-matrice extracellulaire jouent un rôle majeur dans la 
régulation des divers processus cellulaires, dont le maintien de la survie [157, 158, 
159]. Ces interactions sont principalement assurées par les intégrines [157, 158]. De 
ce fait, toute perturbation dans les interactions cellule-MEC induit un arrêt du cycle 
cellulaire et la mort par apoptose: anoïkis [157, 158, 159, 160]. IMD (Integrin-
mediated death), un mécanisme distinct de l’anoikis a également été décrit. Ils’agit 
d’une apoptose modulée uniquement par les intégrines qui est induit quand les 
cellules sont toujours adhérentes mais que les intégrines ne sont pas liées à un 






























Figure 16: Perturbation dans les interactions cellule-MEC et induction de 
l’anoïkose. Les intégrines induisent des voies de survie et des voies pro-
apoptotiques. La voie qui est la plus active dépend de la liaison par l'intégrine de 
ligands extracellulaires. Dans les cellules adhérentes dans lesquelles la plupart des 
intégrines sont non liées, les intégrines induisent l'activation de la caspase 8 
déclenchant l’apoptose. En cas de perte totale d'adhérence, la mort cellulaire est 
initiée par un processus appelé anoïkis.  Adapté de Desgrosellier & Cheresh, 2010 
[68]. 
 
L’anoïkose est induite suite à lʼactivation des caspases par la voie extrinsèque des 
récepteurs de mort ou par la voie intrinsèque par le relargage de cytochrome c par 
les mitochondries [66, 68, 121]. Les intégrines peuvent recruter et activer la caspase-




de cette dernière est l’un des mécanismes d’échappement utilisés par les cellules 
cancéreuses pour survivre et prolifère devenant ainsi insensible à l’anoïkis [160]. 
Une forte expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 est également un 
mécanisme utilisé par ces cellules pour induire leur pouvoir métastatique et 
résistance aux mécanismes de l’anoïkis [161, 162]. 
 
Les intégrines ayant la sous-unité β1 comme constituants de la MEC jouent un rôle 
primordial dans la survie de ces cellules en engageant les voies de signalisation 
comme:PI3-K/Akt, MEK (mitogen-activated protein kinase (MAP) kinase)/Erk 
(extracellular regulated kinase) ou de SAPK (stress-activated MAP kinases), telles 
que les protéines JNK et p38. Les voies PI3-K/Akt et MEK/Erk peuvent également 
être induite par l’intégrines α6β4 exprimées à la surface des cellules épithéliales 
(figure 17) [163, 164, 165].  
 
Les voies de signalisation stimulées par les intégrines β1 sont dépendantes de FAK 
qui est recrutée suite à la liaison de lʼintégrine à son ligand de la MEC. Une fois 
activée, FAK permet la formation du complexe focal d’adhérence par le recrutement 
de la paxilline, de la taline, de la vinculine et de Src aux microfilaments d’actine 
(Figure 17) [163, 164, 166].  
 
Il a été démontré que l’inhibition de FAK induit fortement l’anoïkis, tandis que sa 
surexpression inhibe le processus [163, 167, 168]. En effet il a été rapporté que par 
lʼintermédiaire des tyrosines kinases Src ou une IRS, Fak peut activer la voie de 
PI3-K et induire ainsi l’activation d’Akt. Une fois active, cette dernière va 
phosphoryler les homologues Bcl-2 pro-apoptotiques Bad et Bax pour les inhiber et 

































Figure 17: La signalisation intégrines β1-Fak dans la survie cellulaire et la 
suppression de l'anoïkis. La liaison d’une intégrine (α) β1 à son ligand de la 
matrice extracellulaire (MEC) permet principalement le recrutement et l’activation 
de Fak. D’une part, Fak active la PI3-K directement, ou indirectement via la tyrosine 
kinase Src ou une IRS, menant à l’activation d’Akt. Akt peut être également activé 
via l’ILK. Akt activé phosphoryle les homologues Bcl-2 pro-apoptotiques Bad et 








Par ailleurs, la perturbation des interactions cellules-matrice extracellulaire assurées 
par les intégrines conduit également à la perte des signaux de survie, causant ainsi 
une baisse d’activation de molécules/voies de signalisation comme FAK, PI3-K/Akt 
ou MEK/Erk et l’activation rapide de la caspase 8 qui, à son tour, active les caspases 
effectrices caspase 3 et caspase 7et clive l’homologue pro-apoptotique Bid (Figure 
17) [157, 167, 168]. De plus, la perte dʼadhérence des cellules à la MEC conduit à 
des perturbations dans le cytosquelette et induit la libération des molécules pro-
apoptotiques Bim et Bmf qui transloquent  le signal vers la mitochondrie, libérent  
le cytochrome C et induit l’activation de la caspase-9 et des caspases effectrices 
(figure 17) [157, 167, 168]. La perturbation des interactions cellule-matrice 
extracellulaire et la perte de la signalisation intégrines-Fak facilite  également 
l’activation de DAPK (death associated protein kinases) de certaines SAPK comme 
les JNK qui induisent la déstabilisation du cytosquelette et à la dégradation de 
l’ADN conduisant à l’augmentation de l’expression d’homologues pro-
apoptotiques Bim et Bmf, à lʼinhibition des molécules anti-apoptotiques comme 
Bcl-2 et à l’induction de l’anoïkis par lʼactivation de la caspase 9 [171, 172, 173]. 
 
 
1.2.2.2 L’intégrine αIIbβ3 (GPIIb/IIIa) 
L’intégrine αIIbβ3 (GPIIb/IIIa) est un récepteur hétérodimèriques calcium 
dépendant qui représente la glycoprotéine plaquettaire la plus abondante. En effet, 
on retrouve 50 000 copies  sur la membrane des plaquettes et 30 000 copies qui sont 
stockées dans des granules plaquettaires qui s’expriment sur les plaquettes suite à 
leur activation [174,175, 176, 177]. 
 
1.2.2.2.1 Structure et expression 
La sous unité αIIb est associée par des liaisons non covalentes avec une chaîne de 
la sous unité βIIIa pour former le complexe GPIIb/IIIa [178]. La sous-unité αIIb 




dʼune chaine lourde  et dʼune chaine légère qui sont reliées entre elles par un pont 
disulfure.  
La chaine lourde extracellulaire a un poids moléculaire de 125 kDa  et la chaîne 
légère de 25 kDa [180, 181]. La sous-unité β3 (GPIIIa) a un poids moléculaire de 
95 kDa [178]. Elle est constitue d'une seule chaîne polypeptidique de 762 aa [182, 
183]. Elle comporte 3 domaines:un domaine PSI (plexines, semaphorines et 
intégrines) qui est localisé à l’extrémité N-terminale de la sous unité, un domaine 
Iqui contient deux sites de reconnaissance RGD, il est responsable de lʼinteraction 
des différents ligands avec le récepteuret enfin, un domaine apparenté au facteur de 
croissance épidermique ("Epidermal Growth Factor", EGF) caractérisé par une série 
de quatre boucles riches en cystéines possédant une activité régulatrice importante 
au niveau fonctionnel [184, 185. 186]. 
L'intégrine αIIbβ3 est exclusivement exprimée sur les plaquettes et les 
mégacaryocytes. Lʼinteraction avec ses ligands naturels le fibrinogène et la 
vitronectine au niveau des séquences RGD est impliquée dans la fonction 
plaquettaire et la thrombose [187, 188]. 
 
 
1.2.2.2.2 Rôle de lʼinteraction de αIIbβ3 avec ses ligands naturels 
Lʼintégrine αIIbβ3 est lʼintégrine la plus exprimée à la surface des plaquettes. La 
liaison de cette dernière avec ses ligands naturels le fibrinogène soluble et le facteur 
de von Willebrand favorise l'adhérence et l'agrégation des plaquettes ainsi que la 
formation du Thrombus. De ce fait, l’intégrine αIIbβ3 joue un rôle important dans 
l’hémostasie. L’intégrine αIIbβ3 est ciblée par plusieurs médicaments bloquants 





1.2.2.2.3 Interaction avec αIIbβ3/CD154 
Lʼintégrine αIIbβ3 a été identifiée en 2002 parAndré et al comme étant un récepteur 
pour le CD154 [190, 191]. Les deux formes active et inactive de αIIbβ3 peuvent lier 
le CD154 par son motif KGD chez l’humain et le RGD (arginineglycine-acide 
aspartique) chez la souris [191]. Lʼinteraction du CD154 avec l’intégrine αIIbβ3 se 
fait au niveau du résidu D117 (acideaspartique) du CD154 vu qu’une mutation à ce 
niveau diminue considérablement cette interaction [192]. L'affinité de liaison du 














Tableau III: Propriétés de liaison du CD154 avec ses différents récepteurs [196]. 
 
 
Il a été démontré que l’interaction du sCD154 avec l’intégrine αIIbβ3 induit la 
phosphorylation des résidus tyrosines au niveau du domaine cytoplasmique de β3 
pouvant ainsi jouer un rôle dans la stabilisation du thrombus artériel [194]. D’autres 
travaux ont démontré que le CD154 peut jouer le rôle d’un agoniste et peut 
déclencher une signalisation outside-in qui induit l’activation des plaquettes, leur 
diffusion et la formation de microparticules plaquettaires [194]. Ces événements de 
signalisations induits par lʼinteraction du CD154 à αIIbβ3 dans les plaquettes sont 
dus via les voies de signalisation via p38 et ERK½ (figure 18) [187, 193]. Par 




ses ligands naturels, induit l’adhérence des plaquettes et augmente le temps  
d'exposition du CD154 à la surface plaquettaire renforçant ainsi l'interaction des 


















Figure 18: La liaison du CD154 avec αIIbβ3. Le CD154 sous forme trimerique 
peut se lier à l'intégrine αIIbβ3 sous sa forme active ou inactive et induire différentes 
réponses biologiques [187]. 
 
 
1.2.2.3 L’intégrine α5β1 
1.2.2.3.1 Structure et expression 
L'intégrine α5β1, également appelée VLA5, est un hétérodimère composé de deux 
sous-unités: la sous unité α5 (CD49e) ayant un poids moléculaire de 160 kDa et la 
sous unité β1 (CD29) ayant un poids moléculaire de130 kDa. Le gène de l’intégrine 
α5 humaine code pour un précurseur de 1049 acides aminés (aa) composé dʼune 





transmembranaire de 26 aa et un domaine cytoplasmique de 28 aa. Le gène de 
l’intégrine β1 humaine code pour un précurseur de 798 aa qui comprend une 
séquence signal de 20 aa, un domaine extracellulaire de 708 aa, un domaine 
transmembranaire de 23 aa et un domaine cytoplasmique de 47 aa (figure 25) [197, 
198, 199]. La fibronectine constitue le principal ligand de l’intégrine α5β1. Une 
mutation au niveau de la séquence RGD de la fibronectine abolit sa liaison avec 
l’α5β1 [200, 201]. L’α5β1 peut également se lier à la séquence RGD du fibrinogène 
[202, 203]. La liaison de l’intégrine α5β1 avec la fibronectine et le fibrinogène est 
favorisée par les ions Mn2+ et défavorisée par lésions Ca2+ [202, 203]. 
Plusieurs tissus expriment l’intégrine α5β1 dont la peau, le muscle cardiaque, les 
intestins, les poumons, les amygdales, les vaisseaux sanguins et la rétine [204]. Elle 
est exprimée à la surface des cellules immunitaires comme les lymphocytes T et B, 
les monocytes, les macrophages, les plaquettes, et les cellules dendritiques [205, 
206]. Lʼexpression de l’intégrine α5β1 peut être régulée par plusieurs cytokines 
comme le TGF-β ou lʼIL-6  qui augmente la transcription ainsi que la traduction de 
la sous-unité α5 [207]. Un effet synergique du TGF-β et du FGF (fibroblast 
growth factors) augmente également l’expression de la sous-unité α5 [208, 209]. 
D’autres molécules comme la PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) induit 
également la  surexpression la sous unité α5 [210]. D’autres études ont montré 
qu’une surexpression de la fibronectine induit une augmentation d’expression de 
son récepteur au niveau des nerfs périphériques [211, 212].   
 
1.2.2.3.2 Rôle de lʼinteraction de α5β1 avec ses ligands naturels 
La liaison de lʼintégrine α5β1 à ses ligands naturels la fibronectine et la vitronectine 
au niveau de leurs séquences tripeptidiques RGD, induit plusieurs réponses dont: 
l’adhérence cellulaire, la migration cellulaire, la prolifération cellulaire ainsi que 
dans la survie [213,214, 215].  Lʼinteraction de la fibronectine avec lʼintégrine α5β1 
joue un rôle important dans le processus d'angiogenèse des cellules endothéliales, 
en effet, cette interaction induit la fixation, la diffusion, la migration et la 




la fibronectine avec lʼintégrine α5β1 joue aussi un rôle important dans les fonctions 
phagocytaires des macrophages ainsi que leur attachement sur les tissus lors de la 
réponse inflammatoire [219, 220]. Par ailleurs, elle permet l’adhérence des 
plaquettes aux surfaces de fibrinogène [221]. Au niveau des cellules musculaires 
lisses, la liaison de lʼintégrine α5β1 avec ses ligands naturelsest impliquée dans 
l'adhérence cellulaire et la migration des cellules vers la matrice extracellulaire. Il a 
été démontré que lʼinteraction de α5β1 avec ses ligands naturellement potentialise 
les canaux Ca2+ dans les cellules musculaires lisses et joue un rôle dans la 
contraction de ces cellules et leur fonction dans l'homéostasie des vaisseaux 
sanguins [222, 223].   
 
Au niveau des cellules T, la liaison de lʼintégrine α5β1 avec ses ligands naturels 
intervient dans plusieurs fonctions. En effet, cette dernière induit la migration et 
lʼadherence des lymphocytes T du sang périphérique et les lignées Jurkats in vitro 
sur des matrices de fibrinogène et de collagène [224, 225]. L’activation de ces 
cellules avec le PMA, et l’anti- TCR  renfonce les fonctions migratoires et 
d’adhérence aux matrices [226, 227]. Lʼengagement de lʼintégrine α5β1 des 
lymphocytes T activés augmentant la phosphorylation de FAK induite par le TCR  
et induit la prolifération de ces cellules [228, 229, 230]. Cette prolifération est 
accompagnée par la production d’IL-2 dans les lymphocytes T naïfs [231].  
Lʼengagement de lʼintégrine α5β1 des lymphocytes T effecteurs/mémoires, 
augmentant la prolifération de ces cellules et la production des cytokines pro–
inflammatoires comme l’INFγ et le TNFα [232].   
 
Par ailleurs, plusieurs travaux ont rapporté le rôle important que joue les intégrines 
lymphocytaires de la famille β1 dans la survie des cellules T. En effet, l’engagement 
des intégrines β1 induit l’activation de plusieurs voies de signalisation comme les 
MAPK (p38/ERK1/2) et les PI3K/Akt. Ces dernières augmentent la survie des 
lymphocytes T en inhibant l’apoptose médiée par le récepteur Fas par lʼinhibition 
du clivage des caspases initiatrices de lʼapoptose lacaspase-8 et 9 ainsi que les 
protéines pro–apoptotiques Bid [233, 234, 235, 236, 237, 238]. Cette inhibition est 
suivie par une surexpression des protéines anti-apoptotiques BclxL et Bcl-2 




1.2.2.3.3 Interaction avec α5β1/CD154 
L’intégrine α5β1 a été identifié comme étant un récepteur du CD154 par Léveillé et 
al en 2007 dans les lignées monocytaires humaines U937 [61]. Contrairement à 
lʼintégrineα IIbβ3 qui, sous ses deux formes peut se lier au CD154 et lʼintégrine 
αMβ2 qui se lie au  sous sa forme active, lʼintégrine α5β1 se lie au CD154 seulement 
sous sa forme inactive (figure 19) [187, 241]. Lʼinteraction CD154/α5β1 est 
dépendante des résidus Asparagine 151 (N151) et Glutamine 166 (Q166) du CD154 
et indépendamment des résidus impliqués dans l’interaction du CD154 avec le 
CD40 [242]. Dans ces cellules monocytaires U937, la liaison du CD154 à lʼα5β1 
induit la phosphorylation de ERK1/2 et l’expression de l’ARNm de l’IL-8 dans ces 
cellules [241]. 
Par ailleurs, il a été démontré que l’interaction CD154/α5β1 est impliquée dans 
l’asthme en augmentant la production de l’IL-6 et maintient l’inflammation au 
niveau de la muqueuse pulmonaire suite à l’interaction des lymphocytes T avec les 
fibroblastes bronchiques [243]. D’autres travaux ont montré par la suite le rôle de 
cette interaction dans rôle de CD154/α5β1 dans l’activation plaquettaire [244] et la 
thrombose [245].  
 
Il a été démontré par Takada K. et al, que l’intégrine α5β1 se lie au CD154 au niveau 
de son interface trimeric. Ils ont pu identifier plusieurs mutations dans le CD154 
induisant le syndrome d’ hyper IgM de type 1 (HIGM1). Ces derniers sont 
regroupées dans l’interface trimeric du CD154 et empêche sa liaison avec l’intégrine 
α5β1, suggérant que l’interaction CD154/ α5β1 pourrait être un facteur causal de la 

























Figure 19: La liaison du CD154 à lʼintégrine α5β1. Le CD154 sous sa forme 
trimérique est capable de se lier à lʼintégrine α5β1 sous sa forme inactive seulement. 
Cette liaison induit la phosphorylation de ERK1/2 et l’expression de l’ARNm de 
l’Il-8 dans ces cellules. Par ailleurs, l’interaction CD154/α5β1 est impliquée dans 
l’asthme en augmentant la production de l’IL-6 et maintient l’inflammation [187]. 
 
 
1.2.2.4 L’intégrine αMβ2 (Mac-1) 
1.2.2.4.1 Structure et expression 
Intégrine αMβ2, également appelée MAC−1 ou récepteur du type 3 (CR3), 
appartient à lʼune des trois intégrines β2 des leucocytes. Cʼest un hétérodimère 
composé de deux sous unités, la sous unité αM (CD11b) de 170 kDa  et la sous unité 
β2 (CD18) de 95 kDa qui sont liées par des liaisons non covalentes. Chaque sous-
unité est composée dʼun long domaine extracellulaire avec 1088 aa pour la sous 




extrémité N−terminale. Ce dernier contient des sites de liaison pour la fixation du 
ligand à lʼintégrine. Les sous unités sont composées aussi dʼun domaine 
transmembranaire et un très court domaine cytoplasmique. Lʼintégrine αMβ2 
interagit avec un large répertoire de différents ligands, y compris le fragment 
d’opsonine complémentaire iC3b, ICAM-1, les protéines de coagulation 
fibrinogène, fibronectine, vitronectine, héparine, GPIba, RAGE, récepteur de la 
protéine C endothéliale (EPCR), et autres [246, 247, 248, 249, 250, 251, 252, 253, 
254]. 
Lʼintégrine αMβ2 est principalement exprimé sur les cellules myéloïdes, telles que 
les monocytes, les macrophages et les neutrophiles, mais peut également être 
exprimée sur les cellules NK et, dans une moindre mesure, sur certains sous-
ensembles de cellules B (B1), cependant, l'abondance la plus élevée d'ARNm de la 
sous-unité α CDMb (Itgam) se limite aux neutrophiles et aux macrophages [196]. 
 
 
1.2.2.4.2 Rôle de lʼinteraction de  αMβ2 avec ses ligands naturels 
Lʼintégrineα Mβ2 est lʼune des intégrines β2 la plus caractérisée. Comme décrit plus 
haut, cette dernière est exprimée sur les neutrophiles polymorphonucléaires (PMN), 
les monocytes, les macrophages (Mϕ), certains sous-ensembles de lymphocytes T 
cytotoxiques et sur les cellules NK.  
Lʼintégrine αMβ2 peut interagir avec de nombreux ligands. Suite à ces interactions, 
αMβ2 est impliquée dans diverses réponses y compris la migration, lʼactivation 




1.2.2.4.3 Interaction avec αMβ2/CD154 
Lʼintégrine αMβ2 a été identifiée comme récepteur du CD154 par Zirlik et al en 




les cellules ovariennes dʼhamster chinois (CHO) transfectées avec la forme active 
de Mac-1 ont été inhibées par des anticorps anti-Mac-1 [62]. Le CD154, se lie à la 
forme active de l’αMβ2 seulement. Cette liaison se fait via la séquence 
EQLKKSKTL du domaine-I de l’αMβ2 [258]. Par ailleurs, notre laboratoire a 
démontré que lʼintégrine αMβ2 et le CD40 partage les mêmes résidus Y145 et R203 
lors de leurs interactions avec le CD154 [242]. L’interaction du CD154 avec la 
forme active de αMβ2, induit l’adhésion, la migration des monocytes et la libération 
de la myeloperoxidase [8]. Il a également été démontré que la liaison du CD154 à 
αMβ2 jouait un rôle dans l’athérosclérose. En effet, dans un modèle d’athérosclérose 
dans les souris, l’inhibition de cette interaction diminue le développement des 
plaques artérielles ainsi que l’accumulation des macrophages dans le site 
d’inflammation [8]. Il a été démontré récemment que l’interaction CD154/αMβ2 
favorise la production de l’IL-12 et le maintien d’une réponse Th1 chez les souris 















Figure 20: Liaison du CD154 à lʼintégrine αMβ2. Le CD154, se lie à la forme 
active de l’αMβ2 seulement et induit l’adhésion, la migration des monocytes et la 
libération de la myeloperoxidase et favorise la production de l’IL-12 et le maintien 
d’une réponse Th1 chez les souris infectées avec L.major [187]. 
Migration des monocytes, liberation 





1.2.2.5 L’intégrine αvβ3 
L’intégrine αvβ3 est spécifiquement exprimée sur les cellules endothéliales. 
Différents ligands de la matrice extracellulaire dont la vitronectine, la fibronectine, 
la thrombospondine, le fibrinogène et l'ostéopontine se fixent à l'intégrine αvβ3 via 
la séquence tripeptidique RGD [260]. Plusieurs travaux ont démontré que 
l’interaction de αvβ3 avec ses ligands naturels est impliquée dans les maladies 
vasculaires mais également dans le cancer du rein. Par conséquent, plusieurs 
inhibiteurs de αvβ3 sont utilisés dans le traitement de ces pathologies [260, 261].  
Lʼintégrine αvβ3 a été identifiée comme récepteur du CD154 par Takada et al en 
2019 [63]. Cependant, le role de l’interaction CD154/ αvβ3 n’a pas encore été 
clairement etabli.  
 
 
1.3 Interaction possible du CD154 avec plusieurs récepteurs en 
simultanée sur le même type cellulaire 
Plusieurs évidences portent à croire que le CD154 peut interagir simultanément avec 
plusieurs de ces récepteurs et pourrait induire des voies de signalisation différentes 
ou parallèles dans la cellule, conduisant au développement de réponses 
immunitaires et inflammatoires dans les cellules qui les expriment. Tout d’abord, le 
CD154 forme des trimères qui sont biologiquement actifs et pouvant interagir avec 
l'un de ses récepteurs: le CD40, lʼαIIbβ3, lʼα5β1 et lʼαMβ2 et activer différentes 































Figure 21: Modèle dʼinteraction du CD154 avec différents récepteurs. Le 
CD154 forme des trimères biologiquement actifs pouvant interagir avec l'un de ses 
récepteurs connus, les intégrines αIIbβ3, α5β1, αMβ2 (Mac-1) ou son récepteur le 
CD40. La liaison du CD154 à un récepteur induit des événements de signalisation 
bidirectionnels dans les cellules CD154 positives. Cette dernière peut se présenter 
de manière homotrimérique, où hétérotrimérique [196]. 
 
Par ailleurs, le CD154 est une molécule de signalisation qui peut induire un signal 
bidirectionnel. En effet, il a été démontré que les différents récepteurs du CD154 
sous forme soluble peuvent interagir avec des cellules exprimant le CD154 et 
induire la voie de signalisation MAPK [187, 196]. Par ailleurs, bien que les 
nouveaux récepteurs du CD154 soient tous membres de la même famille des 
intégrines, chacun d’eux se lie au CD154 de façon différente.  En effet, les deux 
formes active et inactive de αIIbβ3 peuvent lier le CD154 par son motif KGD, alors 
que seulement la forme inactive de α5β1 et active de αMβ2 qui va lier le CD154 
[187]. Notre laboratoire a également démontré que différents résidus sont impliqués 




sont impliqués dans son interaction avec α5β1, les résidus Y145 et R203 sont 
partagés à la fois par CD40 et αMβ2 pour lier le CD154 [187]. De plus, différentes 
cellules peuvent exprimer à leur surface plusieurs récepteurs du CD154 au même 
temps, on peut citer: les neutrophiles, les monocytes, cellules vasculaires, qui 
expriment le CD40 et lʼintégrine α5β1. Les plaquettes qui expriment le CD40, 
lʼα5β1 et lʼαIIbβ3 à leur surface. Les neutrophiles, les monocytes et les macrophages 
peuvent exprimer le CD40, α5β1 et αMβ2. Suite à leur liaison avec le CD54, les 
récepteurs  peuvent  entraîner différentes combinaisons de ligand/récepteur 



















Figure 22: Lʼinteraction du CD154 avec différents récepteurs exprimes à la 
surface dʼune même cellule. Modèle montrant la possibilité d'une interaction 
simultanée du CD154 avec plusieurs récepteurs exprimés sur le même type 
cellulaire: (A) sur les cellules CD40+/α5β1+, (B) sur  les cellules 







1.4 Rôle de l’interaction du CD154 avec ses différents récepteurs 
dans les pathologies 
1.4.1 Rôle de  lʼinteraction CD40/CD154   
1.4.1.1 Dans l’athérosclérose 
L’athérosclérose est une maladie inflammatoire de la paroi artérielle. A l’origine 
d’évènements ischémiques aigus tels que l’infarctus du myocarde, l’accident 
vasculaire cérébral ou l’artériopathie oblitérante des membres inférieurs, 
l’athérosclérose est la cause principale des maladies cardiovasculaires [13].  Elle est 
caractérisée par la formation dans la paroi des artères de plaques athéromateuses, 
conséquence d’une accumulation de dépôts lipidiques LDL dans les macrophages 
[13]. Ce dépôt mène à la formation de macrophages spumeux qui caractérisent le 
début de la lésion d’athérosclérose. L’environnement inflammatoire causé par le 
recrutement des cellules immunitaires dans les plaques athéromateuses ainsi que le 
dysfonctionnement des cellules endothéliales, joue un rôle important dans 
l’initiation de la plaque d’athérome. L’augmentation de l’inflammation dans la 
plaque par ces cellules fait progresser la lésion et peut la rendre vulnérable 
entrainant la rupture de celle-ci et la formation d’un thrombus [13].  
 
Le rôle du CD154 avec ses récepteurs dans l’athérosclérose est très complexe car 
les plaquettes expriment trois différents récepteurs du CD154: le CD40, lʼαIIbβ3 et 
lʼα5β1. Il a été démontré que l'interaction CD40/CD154 est impliquée dans toutes 
les étapes de la pathogenèse de athérosclérose soit: l’initiation, la progression et la 
stabilité de la plaque. Durant la phase dʼinitiation, le CD154 et le CD40 sont 
exprimés par toutes les cellules impliquées dans la pathogenèse de lʼathérosclérose 
(cellules endothéliales, lymphocytes T, monocytes/macrophages et cellules 
musculaires lisses) (figure 23). Ils sont impliqués dans lʼactivation des cellules 
endothéliales ainsi que dans le recrutement et l’infiltration de cellules 
inflammatoires immunocompétentes telles que les lymphocytes T, les monocytes et 




Lʼinteraction du CD40 des cellules endothéliales activées avec le CD154 exprimé à 
la surface des cellules T activées, amplifie le recrutement de ces cellules 
immunitaires aux sites de lésions, par la production de diverses cytokines molécules 
proinflammatoires et de chimiokines comme: lʼ IL-8, MCP-1, MCP-3, RANTES, 
IL-6 et IL-15 et augmente lʼexpression  de plusieurs molécules d’adhérences (E-
sélectine, P-sélectine, VCAM-1, ICAM-1 et LFA-1) qui permettent l’adhésion et la 
transmigration des monocytes et les cellules T à travers la couche endothéliale [262, 
263, 13, 264, 265]. Le CD154 amplifie également l’environnement 
proinflammatoire par la régulation à la baisse de l’ARNm et de la protéine 
endothéliale NOS (nitric oxide synthase) et augmente la production de l'anion 
superoxyde (O2-) [266]. Par ailleurs, dans la phase de progression, lʼinteraction du 
CD154 des lymphocytes T infiltrés  interagit avec le CD40 des macrophages 
modifiés (cellules spumeuses) et permet la libération de plusieurs cytokines, 
notamment IL-1, IL-6, IL-12 et TNF-α [267].  
 
 Le sCD154 participe également à la prolifération et à la migration des cellules 
musculaires lisses vers l’intima en régulant positivement les niveaux d'ARNm et la 
protéine des et de MMP-9 [268]. Le CD154 contribue au maintien de 
lʼenvironnement inflammatoire par lʼinduction de la sécrétion des cytokines MCP-
1 et IL-8[269, 261]. Le CD154 est aussi impliqué dans la stabilité de la plaque. Il va 
induire la sécrétion accrue de plusieurs MMPs qui sont les molécules clés, 
responsables de ce phénomène. On peut citer: la MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-
8, MMP-9 et la MMP-13 qui sont produites suite à la stimulation des cellules 
endothéliales, des cellules musculaires lisses et des macrophages par le CD154 [270, 
271, 272]. La rupture d’une lésion instable, peut conduire à l’athéro-thrombose qui 
est déclenchée par l'activation des plaquettes et les processus de coagulation 
conduisant à la formation d'un caillot. Plusieurs études ont démontré lʼimplication 
du CD154 et du CD40 dans la formation de ce dernier. En effet,  la liaison du CD40 
sur les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses et les macrophages 
provoque une libération accrue de substances pro-coagulantes, tel que le facteur 
tissulaire, initiant la cascade de la coagulation, et induisant l'activation des 
plaquettes menant à l’agrégation plaquettaire et à la formation de thrombus [273, 
























Figure 23: Rôle de lʼinteraction du CD154 dans les CEs, les SMCs et les 
plaquettes. Le CD154 induit de nombreux rôles biologiques dans les cellules 
vasculaires. Les CE stimulées par le CD154 ont montré une expression accrue de 
leurs molécules d’adhésion E-sélectine, VCAM-1 et ICAM-1) une production 
accrue de chimiokines pro-inflammatoires (IL-8, MCP-1, MIP -3, RANTES, IL-6 
et IL-15), des métalloprotéinases (MT1-MMP, MMP-1, MMP-2 et MMP-9)  les 
facteurs vasoactifs (endothéline-1 (ET-1), et une diminution des facteurs de 
protection cardio-vasculaire (apéline (APLN), oxyde nitrique syntothique 
endothéliale (eNOS)). Dans les plaquettes, le CD154 induit la propagation,  
l’activation des plaquettes, l’expression de la P-sélectine et l’activation plaquettaire. 
Dans les SMC, le CD154  induit la prolifération cellulaire, la migration et la 
production de chimiokines proinflammatoires (MCP-1, IL-1, IL-6 et IL-8) et de 







1.4.1.2 Rôle de lʼinteraction CD40/CD154 dans les maladies auto-immunes 
L’auto-immunité résulte dʼune défaillance dans le maintien de la tolérance au soi. 
Etant donné le rôle central que joue lʼinteraction du CD154 dans les différentes 
réponses immunitaires, son implication a été largement démontrée en particulier 
dans l’arthrite rhumatoïde et le lupus érythémateux disséminé. Etant donné les 
nombreuses fonctions biologiques quʼimplique lʼinteraction du CD154 avec son 
principal récepteur le CD40, la majorité des travaux se sont penchés sur le rôle de 
cet axe dans l’arthrite rhumatoïde et le lupus érythémateux disséminé. Malgré la 
diversité dʼexpression du CD154 et ses nouveaux récepteurs les intégrines αIIbβ3, 
α5β1, αMβ2 et αvβ3 sur de nombreux types cellulaires ainsi lʼimportance de leurs 
rôles biologiques dans les réponses immunitaires, il existe  peu de travaux sur leurs 
implications dans les maladies auto-immunes. Cependant, il a été démontré que le 
CD154 contribue au développement de ces dernières par plusieurs façons [19]. En 
effet, lors de la sélection négative des lymphocytes T qui a lieu dans le thymus, il a 
été rapporté que l’activation du CD40 pouvait compromettre cette sélection en 
permettant à des clones de lymphocytes T auto-réactifs de s'échapper des 
mécanismes de délétions cellulaires. De plus, au niveau des organes lymphoïdes 
secondaires, lʼinteraction du CD154 des cellules T auto–réactives avec le CD40 des 
lymphocytes B et des cellules dendritique favorise la génération d’auto anticorps 
circulants ainsi que des cytokines contribuant au développement des maladies auto-
immunes. Enfin, au niveau des organes cibles, lʼinteraction CD40/CD154, stimule 
la production de cytokines inflammatoires impliquées dans la destruction du tissu 

































Figure 24: Mécanismes d’action potentiels par lesquels le complexe 
CD40/CD154 contribue aux maladies auto-immunes. Le CD154 contribue aux 
maladies auto-immunes de plusieurs façons. 1) Permettrait à certaines cellules T 
auto réactives d’échapper à la sélection négative au cours de la sélection des 
lymphocytes T au niveau du thymus, 2) Au niveau des organes lymphoïdes 
secondaires où les cellules T interagissent avec les lymphocytes B et/ou les cellules 
dendritiques. 3) Au niveau des organes cibles où la signalisation induite par la 




1.4.1.3 Rôle de lʼinteraction CD40/CD154 dans l’arthrite rhumatoïde 
L’arthrite rhumatoïde (AR) est une maladie inflammatoire chronique qui touche 
environ 1% des adultes et induit la destruction du cartilage [19]. Elle est caractérisée 
par une infiltration accrue des cellules immunitaires dans les articulations, qui 





ainsi que la synthèse de métalloprotéinases. Lʼinfiltration des leucocytes et des 
cellules synoviales conduit à la destruction du tissu cartilagineux et à la dégradation 
des os entraînant ainsi la perte des mouvements articulaires [277].  
Plusieurs travaux ont démontré l’implication du CD154 et de son récepteur le CD40 
dans la pathogenèse de lʼAR. En effet, au cours de cette pathologie, le CD154 est 
surexprimé à la surface des lymphocytes T synoviaux des patients en comparaison 
avec les contrôles. Ce dernier augmente la production d’immunoglobulines par les 
lymphocytes B et la sécrétion de l’IL-12 par les cellules dendritiques synoviales et 
les macrophages [278, 279]. La surexpression du CD154 à la surface des cellules T 
induit également lʼexpression des molécules de co-stimulation, CD80 et CD86 sur 
les APCs, favorisant ainsi lʼactivation des cellules T. Le CD154 contribue 
également à la pathogenèse de lʼAR en induisant l'expression et l'activation de MMP 
(MMP-1, MMP-9 et MMP-3), qui sont bien connus pour conduire à la dégradation 
des protéines de la matrice extracellulaire [280, 51]. LʼARNm ainsi que la protéine 
du CD154 sont également régulés positivement  chez ces patients [281]. Dans un 
modèle de l’arthrite chez la souris (collagen induced arthritis (CIA)),  le complexe 
CD40/CD154  est impliqué dans les phases inflammatoires initiales de l’arthrite, 
puisque l’administration d’un anticorps monoclonal anti-CD154 avant l’induction 
de l’arthrite prévient ou améliore la maladie, alors que l’administration de ce même 
traitement une fois l’arthrite débutée, ne semble pas guérir les souris ayant déjà 
développées le CIA [282]. Le CD40 est également impliqué dans l’initiation de 
l’AR. En effet, le CD40 est surexprimé  à la surface des fibroblastes synoviaux, il 
induit le relâchement des chimiokines et des cytokines telles que: lʼ IL-8, lʼIL-15, 
ʼIL-17,  le TNF et le MCP-1 augmentant ainsi les symptômes liés à l’AR [283, 284].  
Dʼautres travaux ont rapporté que lʼactivation du CD40 sur ses cellules, favorise 
l’expression membranaire du ligand de RANK, une molécule impliquée dans 
l’activation des ostéoclastes et dans la résorption de l’os [285]. La liaison du CD40 
sur des macrophages synoviales CD68+ augmente également lʼexpression du: 
CD154, CD106, IL-6, VEGF (endothelial cell growth factor) (VEGF), IL-8 et 
RANTES (Regulated upon Activation, Normal T cell Expressed, and Secreted) 




recombinante, sur des cellules synoviales fraîchement isolées induit la production 
de TNF-α et d’IL-1β augmentant ainsi la pathogenèse de lʼAR [279].  
Par ailleurs, l’interaction CD40/CD154 augmente le recrutement et l'infiltration des 
cellules immunitaires sur les sites d'inflammation en augmentant l'expression des 
molécules d'adhésion telles que: la sélectine E, VCAM-1 et ICAM-1 sur les cellules 



















Figure 25: Rôle biologique du CD154 dans lʼAR. Le CD154 contribue à la 
pathogenèse de lʼAR en stimulant l’expression de molécules d’adhérences, 
production de RF, libération de médiateurs inflammatoires, y compris cytokines, 







1.4.1.4 Rôle de lʼinteraction CD40/CD154 dans le lupus érythémateux 
disséminé 
 
Le lupus érythémateux disséminé (SLE) est une maladie auto-immune systémique 
qui affecte les organes comme: la peau, les articulations, les poumons, le cœur, le 
cerveau et les reins [19]. La SLE est caractérisé par une hyperréactivité 
lymphocytaire T et B et la production d’auto-anticorps en particulier d’anticorps 
antinucléaires et d’anticorps anti-ADN [289]. 
Il a été rapporté que chez les patients souffrants de SEL, le mCD154 est surexprimé 
sur les cellules T CD4+ et T CD8+. Les lymphocytes B et les monocytes de ces 
patients expriment également de façon étonnante des niveaux élevés du CD154 
[290, 291]. L'expression du CD154 sur les cellules B est également observée chez 
des souris BXSB prédisposées au lupus [55]. Il a été démontré que des souris 
génétiquement modifiées afin d’exprimer des niveaux élevés de CD154 au niveau 
des cellules B, produisent spontanément des auto-anticorps tels que les anticorps 
anti-ADN et développent une forme similaire au lupus avec l'âge [292].  
 
 Il a été rapporté que chez patients atteints de SEL, l'expression du CD154 sur les 
cellules T activées améliore lʼexpression de la molécule de co-stimulation CD86 qui 
joue un rôle important dans la production d’anticorps par les cellules B [293]. 
Dʼautres part, le CD154 contribue à la pathogenèse du SEL en induisant la 
production de diverses cytokines et chimiokines dans les cellules endothéliales et 
tubulaires rénales, augmentant ainsi les réponses inflammatoires locales  [294, 295]. 
La sécrétion d’auto–anticorps par les cellules B  peut aussi être due à la présence de 
niveaux élevés du sCD154 biologiquement actif dans le sérum qui induit lʼactivation 
de ces dernières (Figure 26) [215]. 
 
Le sCD154 joue aussi un rôle très important dans pathogenèse du SEL. En effet, 
une corrélation entre les concentrations du sCD154 et les niveaux d’auto–anticorps 
anti-ADN double brin (ADNdb) et la sévérité de la maladie ont été rapporté chez 
les patients [290, 293]. Ce sCD154 est biologiquement actif est capable dʼactiver 




L’administration d’un anticorps anti-CD154 dans un modèle expérimental du lupus 
érythémateux disséminé chez la souris, diminue significativement les titres 
dʼanticorps anti-ADN et améliore  les complications pathologiques associées à la 
maladie [299]. Il a identifié chez les patients atteints de SEL une association entre 
certains polymorphismes génétiques et l’incidence de la maladie. Le 
polymorphisme nucléotidique du CD40 le rs11086998 G, est surreprésenté dans les 
populations mexicaines et sud-américaines atteintes du lupus. Ce polymorphisme 
du CD40  résulte de la substitution d’une proline par une alanine à l’acide aminé 

















Figure 26: Rôle du CD154 dans le SLE. Des taux élevés de mCD154 et sCD154 
activent diverses cellules immunitaires dans le SLE, y compris les cellules T, les 
cellules B et les monocytes. Lʼinteraction du CD154 dans ces cellules induit la 
libération de médiateurs inflammatoires et la production d'autoanticorps conduisant 
à la génération de complexes immuns et à l'activation du système du complément 







1.4.1.5 Rôle dans le cancer 
Le CD154 joue un rôle important dans le développement et la progression du cancer  
[301, 302, 303]. Il a été rapporté  une surexpression du CD154 sur les cellules 
tumorales et une production accrue du soluble CD154 a été retrouvée dans le sérum 
des patients [304, 305, 306, 307]. De plus, il existe une corrélation positive entre les 
niveaux d’expression du CD154 sur certaines cellules tumorales et le degré 
d’agressivité et d’évolution de ces cellules [303].  
 
Cependant, le CD154 peut également avoir un effet anti–tumoral [308, 309]. 
L’engagement du CD154 sur plusieurs lignées tumorales induit un signal pro-
apoptotique causant la mort cellulaire. Les voies signalétiques pro-apoptotiques 
déclenchées suite à la liaison du CD40 sur les cellules tumorales incluent 
principalement l’activation des protéines Bax, Bak et Bik, ainsi quʼune sensibilité 
accrue aux effets apoptotiques du FasL et du TNF [310]. 
 
Par ailleurs, lʼinteraction du CD154 sur les lymphocytes TCD4+ avec le CD40 des 
cellules dendritique induit la production de cytokines proinflammatoires telles que 
lʼIL-12 et lʼINFγ et de molécules dʼadhésions qui vont sensibiliser les cellules T 
CD8+ cytotoxiques ainsi que les Natural Killers (NK) qui agissent directement sur 
les cellules tumorales afin d’induire leur mort cellulaire par la sécrétion de la 




1.4.2 Rôle de  lʼinteraction CD154/intégrines dans les pathologies 
La plupart des fonctions biologiques du CD154 ont été attribuées à son interaction 
avec son principal récepteur, le CD40. Cependant, des études utilisant des souris 
CD154-/- et CD40-/- ont suggéré que le CD154 peut interagir avec d'autres 
récepteurs. En effet, André et al ont montré que le sCD40L interagit avec l'intégrine 
αIIbβ3, déclenchant ainsi l'activation et la diffusion des plaquettes. Ils ont également 
démonté que les souris CD40-/- présentent une augmentation du temps de 
saignement et une réduction du thrombus [60, 244]. Par ailleurs, il a été démontré 
que lʼactivation de lʼintégrine αIIbβ3 par le CD154, induit l’adhérence des 
plaquettes et augmente le temps d'exposition du CD154 à la surface plaquettaire 
renforçant ainsi l'interaction des plaquettes avec les cellules CD40+ [195]. Dʼautres 
travaux ont également rapporté le rôle de l’interaction du CD154 avec l’intégrine 
α5β1 dans lʼactivation plaquettaire. En effet, lʼutilisation dʼun anticorps bloquant 
contre α5β1, empêche l'activation plaquettaire induite par le CD154 et réduit 
l'expression de la P-sélectine et du PAC-1 à la surface des plaquettes humaines 
[196]. Dans l’athérosclérose, il a été rapporté que l’inhibition de l’α5β1 par un 
anticorps spécifique, diminue la production des cytokines pro-inflammatoires (IL-
1β, TNF-α et l’INF-γ) [222]. 
 
L'interaction CD154/α5β1 a également été retrouvée impliquée dans l’asthme 
allergique. En effet,  il a été démontré que l’interaction des cellules T avec les 
fibroblastes bronchiques augmentait la production de La cytokine pro-
inflammatoire IL-6. Cet effet était significativement plus élevé chez les fibroblastes 
des patients asthmatiques. L’utilisation d’un anticorps bloquant l'interaction 
CD154/ α5β1 a montré une inhibition significative de l'expression de l'IL-6 chez ces 
patients [243].  
 
Les intégrines sont également des molécules très importantes dans le développement 
des cancers. Les intégrines α5β1 et αIIbβ3 reconnaissent le motif RGD du tripeptide 
dans les protéines de la MEC. Ces membres constituent la plus importante sous-
famille de récepteurs d’intégrines essentielles au cancer et à leurs métastases [313]. 




différenciation et la survie des cellules, tant dans les cellules normales que dans les 
cellules tumorales [314, 315] et font des intégrines la cible de nombreuses stratégies 
anti-angiogéniques pour le traitement des tumeurs malignes chez l'homme [313, 
315]. 
 
Il a été rapporté qu’une forte expression de la sous unité α5 dans les biopsies 
cliniques est associée à un risque accru de mortalité [313]. Par ailleurs, les cellules 
cancéreuses du sein présentant des taux élevés de α5β1 ont un caractère invasif 3 
fois plus élevé que par rapport aux cellules présentant une faible expression de α5β1, 
de plus, α5β1 est impliquée dans l’angiogenèse des cellules tumorales par la 
sécrétion de molécules pro-angiogéniques, telles que le facteur de croissance des 
























































Le CD154 est un régulateur important  des réponses immunitaires. Lʼinteraction de 
ce dernier avec son principal récepteur, le CD40 a largement été étudiée et 
incriminée dans de plusieurs pathologies. Cependant, des études utilisant des souris 
CD154 _ / _ et CD40 _ / _ ont suggéré que le CD154 pourrait également se lier à un 
ou plusieurs autres récepteurs et induire une réponse inflammatoire. La découverte 
des nouveaux récepteurs du CD154, les intégrines αIIbβ3, αMβ2, αvβ3 et α5β1, 
impliquées dans la survie et la prolifération cellulaire pose davantage de questions 
quant aux rôles de leurs interactions avec le CD154. Bien que  quelques travaux 
aient montré l’importance de cette dernière, des études pour consolider et améliorer 
notre compréhension de l’implication de cette association dans les réponses 
immunitaires sont nécessaires. Les cellules T sont au cœur des pathologies 
inflammatoires et autoimmunes, ils expriment lors de ces dernières des niveaux 
élevés  dʼintégrines β1. Étant donné le rôle attribué aux intégrines et en particulier 
aux intégrines β1 dans l'inhibition des événements apoptotiques dans les cellules T, 
nous étions très intéressés dʼétudier le rôle de l'interaction CD154/α5β1 dans la 
promotion de la survie des cellules T. 
 
Hypothèse: L’interaction du CD154 avec lʼintégrine α5β1 favorise la survie et la 
persistance des cellules T lors des maladies inflammatoires et auto-immunes. 
Objectif: les objectifs de ce projet étaient de: 
1. Identifier les voies de signalisation induites suite à l’engagement du CD154 avec 
l’intégrine α5β1 sur les lignées cellulaires T. 
2. Etudier le rôle de l’interaction du sCD154 avec α5β1 dans l’inhibition de la mort 
induite par Fas dans les lignées cellulaires T, et identifier les mécanismes 
intracellulaires impliquées. 
3. Etudier le rôle de l’interaction du sCD154/α5β1 dans l’inhibition de la mort 
induite par les autres récepteurs de mort TRAIL et TNF sur les lignées cellulaires 
T. 
4. Etudier le rôle de l’interaction sCD154/α5β1 dans la survie des cellules humaines 




5. Etudier la capacité du mCD154 à interagir avec lʼintégrine α5β1 et inhiber la 














































3. L’interactiondu CD154 avec 
lʼintégrine α5β1 inhibe la mort 
induite par Fas dans les cellules 
T (Article # 1)  







3.1 Mise en contexte 
Le CD154 joue un rôle crutial dans la réponse immunitaire. Son interaction avec 
son principal récepteur le CD40, s'est avérée jouer un rôle majeur dans la 
pathogenèse de plusieurs maladies auto-immunes. Récemment, trois autres 
récepteurs αIIbβ3, αMβ2 et α5β1 appartenant à la famille des intégrines ont été 
identifiés comme des nouveaux récepteurs du CD154.  L’interaction avec l’α5β1 a 
été démontrée dans notre laboratoire, cependant, le rôle biologique de son 
interaction avec le CD154 reste peu étudié. Les lymphocytes T sont au centre de la 
pathogénèse des maladies auto-immunes. Ces derniers expriment, lors de celles-ci, 
des quantités aberrantes d’intégrines β1. Par ailleurs, plusieurs travaux ont démontré 
que  les intégrines, et en particulier les intégrines β1, suite à leurs interactions avec 
leurs ligands naturels, inhibent les événements apoptotiques dans les cellules T de 
nature normale ou maligne. Dans cette étude nous avons étudié le rôle biologique 
de l’interaction du CD154 avec l’intégrine α5β1 dans lʼapoptose des cellules T. 
 
 
3.2 Contribution des co-auteurs 
Bachsais Meriem: planification et réalisation des expériences (figure 1A, 2, 3 4, 5, 
6), analyse des données, correction de lʼarticle.  
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Le CD154 est un régulateur essentiel de la réponse immunitaire. Il est généralement 
associé aux maladies inflammatoires chroniques, auto-immunes et aux cancers. En 
plus de son récepteur classique le CD40, le CD154 est capable de se lier à d’autres 
récepteurs, appartenant à la famille des intégrines telles que : αIIbβ3, αMβ2 et α5β1. 
Étant donné le rôle attribué aux intégrines, et en particulier aux intégrines β1, dans 
l’inhibition des événements apoptotiques dans les cellules T normales et malignes, 
nous étions très intéressés par l'étude du rôle de l'interaction CD154 / α5β1 dans la 
promotion de la survie des cellules T malignes contribuant en tant que telles au 
développement et / ou à la propagation de la tumeur. Afin dʼappuyer notre 
hypothèse, nous montrons d'abord que le sCD154 se lie à la lignée cellulaire T Jurkat 
E6.1, de manière dépendante de α5β1. Cette liaison induit l'activation des protéines 
clés de survie, notamment les protéines kinases p38 et ERK1/2 (MAPK), la 
phosphoinositide 3 kinase (PI-3K) et l'Akt. De manière intéressante, le sCD154 
inhibe de manière significative l'apoptose médiée par Fas dans les lignées cellulaires 
T Jurkat E6.1 et HUT78, une caractéristique importante de la survie des cellules T 
au cours de la progression des tumeurs malignes. Ces effets anti-apoptotiques étaient 
principalement médiés par l'activation de la voie PI-3K / Akt, mais également les 
voies MAPK p38 et ERK1 / 2. Nos données ont également démontré que l'inhibition 
de la réponse de mort cellulaire induite par Fas, était due à lʼinhibition du clivage 
de la caspase-8. Lʼensemble de nos résultats mettent en évidence l’impact de 
l’interaction CD154 / α5β1 sur la fonction / survie des lymphocytes T et identifient 
de nouvelles cibles pour le traitement des troubles malins, en particulier ceux qui 
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CD154, a critical regulator of the immune response is usually associated with 
chronic inflammatory, autoimmune diseases as well as malignant disorders. In 
addition to its classical receptor CD40, CD154 is capable of binding other receptors, 
members of the integrin family, the αIIbβ3, αMβ2 and α5β1. Given the role 
attributed to integrins and particularly the β1 integrins in inhibiting apoptotic events 
in normal as well as malignant T cells, we were highly interested in investigating 
the role of the CD154/α5β1 interaction in promoting survival of malignant T cells 
contributing as such to tumor development and/or propagation. To support our 
hypothesis, we first show that soluble CD154 binds to the T-cell acute 
lymphoblastic leukemia cell line, Jurkat E6.1 in a α5β1-dependent manner. Binding 
of soluble CD154 to α5β1 integrin of Jurkat cells leads to the activation of key 
survival proteins, including the p38 and ERK1/2 mitogen-activated protein kinases 
(MAPKs),  phosphoinositide 3 kinase (PI-3K), and Akt. Interestingly, soluble 
CD154 significantly inhibits Fas-mediated apoptosis in T cell leukemia-lymphoma 
cell lines, Jurkat E6.1 and HUT78 cells, an important hallmark of T cell survival 
during malignancy progression. These anti-apoptotic effects were mainly mediated 
by the activation of the PI-3K/Akt pathway but also involved the p38 and the 
ERK1/2 MAPKs cascades. Our data also demonstrated that the CD154-triggered 
inhibition of the Fas-mediated cell death response was dependent on a suppression 
of caspase-8 cleavage, but independent of de novo protein synthesis or alterations 
in Fas expression on cell surface. Together, our results highlight the impact of the 
CD154/α5β1 interaction in T cell function/survival and identify novel targets for the 






CD154, also known as CD40 ligand or gp-39, is a 33 kDa type II transmembrane 
protein that belongs to the tumor necrosis factor (TNF) superfamily. Although it 
was initially found on activated CD4-positive T cells, it is now evident that CD154 
is expressed on various cells of the immune system [1,2]. The interaction of CD154 
with its classical receptor on B cells, CD40, a member of the TNF receptor (TNFR) 
family, is of critical importance for immunoglobulin isotype switching during 
humoral immune response [3]. In addition, this axis also plays a predominant role 
in cell-mediated immunity, through the up-regulation of adhesion and co-
stimulatory molecules, and the production of pro-inflammatory cytokines, 
chemokines, growth factors, matrix metalloproteinases and procoagulants [4,5,6,7]. 
Because of its implication in the above described responses, CD154 has been linked 
to multiple inflammatory conditions, to anti-tumorogenic immune functions but also 
to survival/proliferation of cancer cells [8,9,10,11,12]. Indeed, circulating levels of 
soluble CD154 (sCD154), which originate from the proteolytic cleavage of 
membrane-bound CD154 at the surface of activated T cells and platelets, have now 
emerged as strong indicators of immune activity in inflammatory diseases 
[13,14,15,16] and of prognosis level in some types of cancers [17,18,19] 
 
Although CD40 represents the classical CD154 receptor, additional binding 
partners of potential importance in CD154-mediated inflammatory reactions have 
been described, namely the αIIbβ3 [20], αMβ2 [21] and α5β1 integrins [22]. Each 
of these receptors interacts with CD154 in a specific manner. While only inactive 
α5β1 [22] and active αMβ2 [21] bind to CD154, αIIbβ3 [20,23] in both inactive and 
active forms may bind to CD154. Indeed, distinct residues of CD154 are involved 
in its binding to CD40, α5β1, and αIIbβ3, while residues required for αMβ2 binding 
are shared by CD40 [24]. The interaction of CD154 with αIIbβ3 is required for 
thrombus stabilization [20], while its interaction with αMβ2 may be involved in 
leukocyte accumulation and neointimal formation during atherogenesis [21]. With 
respect to the α5β1/CD154 interaction, we reported that binding of CD154 to α5β1 




function [22]. However, the physiological relevance of this interaction remains 
uncharacterized. 
 
Integrins and particularly the β1 integrins have been shown to inhibit 
apoptotic events in T cells of normal or malignant nature. Indeed, ligation of β1 
integrins on surface of T cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL) cell lines or 
primary T cells was shown to reduce apoptosis of these cells in response to cell 
activation [25], to cell starvation [26] or to Fas stimulation[27,28]. Such apoptosis 
control induced by the engagement of β1 integrins in T-ALL cell lines was shown 
to involve activation of several signaling cascades such as the Protein-Phosphatase-
2A, the MAPK ERK, the focal adhesion kinase, the MAPK p38 leading to reduced 
caspase activation and/or sustained Bcl-2 anti-apoptotic protein expression 
[26,27,28]. Interestingly, adhesion-mediated signaling via α4β1, α5β1 and α2β1 
protected malignant T cells from doxorubicin-induced cell death response 
conveying as such resistance to chemotherapy [29,30].  
 
This led us to hypothesize that the interaction of α5β1 integrin with its novel 
ligand CD154 may represent an important axis in T cell crosstalks and cell 
resistance to apoptosis, hallmark of T cell malignancies. Here, we show that soluble 
CD154 binds to the human T-ALL cell line, Jurkat E6.1 in anα5β1-dependent 
manner. This is associated with the activation of key survival signaling pathways, 
such as the MAPKs (p38 and ERK1/2) and phosphoinositide 3 kinase (PI-3K)/Akt 
cascades. More importantly, data presented herein, indicate that CD154 is capable 
of significantly protecting T-cell leukemia or lymphoma cell lines from Fas-
mediated death, through activation mainly of the PI-3k/Akt pathway but also of the 
p38 and ERK1/2 MAPK cascades as well as via the inhibition of caspase-8 cleavage. 
This study adds insights into the role of the CD154/α5β1 interaction in T cell 
function and its resistance to apoptosis-inducing events in many diseases in general 






Soluble CD154 binds to Jurkat E6.1 T cells in anα5β1-specific manner 
Malignant T cells such as T-cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL) cell lines 
express the α5β1 integrin [31]. We aim here at investigating the α5β1-dependent 
binding of CD154 to these cells, using the human T-ALL cell line, Jurkat E6.1 as a 
model. For this purpose, we have first analyzed the expression of CD154 receptors, 
CD40, αMβ2, α5β1, and αIIbβ3 on the surface of Jurkat E6.1 cells, by flow 
cytometry. The Burkitt’s lymphoma B cell line, BJAB was used as a control as it is 
known to be negative for α5β1 expression [24,32]. Our data show that Jurkat E6.1 
T cells express only α5β1, while BJAB cells express only the CD40 receptor (Fig. 
1A). It is worth mentioning here that CD40 expression was assessed using two anti-
CD40 antibodies (Abs), the clone G28.5 (Fig 1A) and the clone 5C3 (data not 
shown), both of which yielded comparable results. No detectable αIIbβ3, known to 
be expressed specifically in platelets, or αMβ2, known to be expressed on 
monocytes, dendritic cells, and polymormorphonuclear cells, was observed in both 
cell types (data not shown). We then analyzed the binding of sCD154 to these cells 
using sCD154 labeled with Alexa 488 (sCD154-Alexa). As shown in Fig 1B, both 
cell lines, Jurkat E6.1 and BJAB cells, exhibited significant binding of sCD154-
Alexa. Pre-incubation with 10 fold excess of uncoupled sCD154 strongly reduced 
and abolished sCD154-Alexa binding to Jurkat E6.1 and BJAB cells respectively, 
confirming the specificity of our experimental approach. More importantly, co-
incubation of sCD154-Alexa with soluble α5β1 completely reversed sCD154 
binding to Jurkat E6.1 cells, but not to BJAB cells. Inversely, co-incubation of 
sCD154-Alexa with soluble CD40 had no effect on sCD154 binding to Jurkat E6.1 
cells, while it entirely reversed its binding to BJAB cells. Taken together, these data 




Binding of sCD154 to T cells induces intracellular signaling 
In order to demonstrate the biological significance of the interaction between 




the only CD154 receptor expressed in Jurkat E6.1, cells were stimulated with 
sCD154 and assessed for intracellular events. Interestingly, binding of sCD154 to T 
cells was associated with the activation of key survival signaling pathways, such as 
the MAPKs and PI-3K cascades. Indeed, sCD154 induced a significant time-
dependent phosphorylation of p38 and ERK1/2, as well as Akt in these cells (Fig 2). 
In addition, ligation of α5β1 with the agonistic anti-α5β1 antibody, clone JBS5 
showed similar activation patterns to those obtained with sCD154, suggesting α5β1 
specificity.               
 
Soluble CD154 inhibits Fas-induced apoptosis in T-cell leukemia or lymphoma 
cells 
 
Cell survival and resistance to cell death are fundamental elements of the 
pathophysiology of malignant diseases [33]. In search of the physiological outcome 
of the CD154/α5β1 interaction in the function of malignant T cells, and based on 
earlier observations showing that binding of collagen, an extracellular matrix 
protein, to some members of the β1 integrin inhibits Fas-induced cell death [27], we 
evaluated the impact of sCD154 on Fas-induced apoptosis in T-ALL cell lines. For 
this purpose, Jurkat E6.1 cells were treated with different concentrations of anti-Fas 
CH-11 mAb and assessed for their cell death response. As expected, treatment with 
anti-Fas CH-11 mAb induced a significant and concentration-dependent apoptotic 
effect in Jurkat E6.1 cells (Fig 3A). Interestingly, pre-incubation of cells with 
sCD154 inhibited Fas-mediated T cell death in a dose-dependent manner (Fig 3B).  
 
To further confirm the specificity of the α5β1 integrin as the CD154 receptor 
in play in the resistance of T cells to Fas-induced death, we pre-incubated Jurkat 
E6.1 cells with different antibodies directed against α5β1, namely clones JBS5, 3S3, 
JB1A and B3B11, and then treated these cells with anti-Fas CH-11 mAb and 
evaluated their cell death as above. All anti-α5β1 Abs were capable of inhibiting the 
Fas-mediated T cell death with the B3B11 clone exhibiting the highest effect (Fig 
4A). Indeed, Fig 4B shows the B3B11-concentration-dependent inhibition of the 





In order to assess if the CD154-mediated inhibition of Fas-induced cell death 
is specific to Jurkat cells, or could be also observed in other malignant T cells, we 
tested this effect of CD154 on Fas-stimulated HUT78 cells, a neoplastic T cell line 
derived from Sezary syndrome T cell lymphoma [34]. Our data show that HUT78 
cells express important levels α5β1 integrin and Fas on their cell surface with no 
detectable expression of CD40 and exhibit significant binding to sCD154 (Fig 5A). 
To assess their sensitivity to apoptotic events, HUT78 cells were treated with anti-
Fas CH-11 mAb and evaluated for their death response. HUT78 cells, shown to 
express Fas molecules on cell surface, exhibited significant apoptosis in response to 
Fas stimulation (Fig 5B). Even though HUT78 cells were less sensitive to Fas-
induced cell death than Jurkat cells, their pre-incubation with sCD154 also inhibited 
this Fas-mediated apoptotic response in a dose-dependent manner (Fig 5B). 
 
Together, these results confirm that signaling events triggered upon the 
binding of sCD154 to α5β1 of leukemia or lymphoma T cell lines, leads to the 
inhibition of Fas-induced cell death, a phenomenon that plays a key role in the 
progression of malignancies, and particularly here of T cell origin. 
 
Intracellular mechanisms implicated in the CD154-mediated survival of 
malignant T cells 
 
To confirm the importance of various intracellular cascades in the CD154-mediated 
inhibition of Fas-induced apoptosis, specific targeting using biochemical inhibitors, 
was employed. Jurkat E6.1 T cells were first treated with different concentrations 
of the PI-3K inhibitor, Wortmannin, the p38 inhibitor, SB203580, or the ERK1/2 
inhibitor, U0126 in order to determine the highest concentration of each inhibitor 
that do not induce a cell death response by itself (data not shown). Following these 
dose-response experiments, Jurkat E6.1 T cells were treated with sCD154 in the 
presence of 0.125 μM of Wortmannin, 10μM of SB203580 or 10μM of U0126, then 
stimulated with Fas and assessed for cell death. As shown in Figs 6A-C, specific 
inhibition of the PI-3K/Akt cascade entirely prevents CD154-mediated influence 
over the Fas-induced apoptosis, while inhibition of the p38 or of the ERK1/2 




worth noting here that another inhibitor of the PI-3K/Akt pathway, the LY294002 
also completely abrogated the CD154-mediated survival of Fas-stimulated T cells 
(data not shown).  
 
Taken together, these results indicate that mainly the PI3K/Akt and to a 
lesser extent the p38 and ERK1/2 MAPK cascades are mediating the CD154-
triggered survival of malignant T cells.   
 
Soluble CD154-mediated T cell survival does not alter Fas expression and is 
independent of de novo protein synthesis 
 
Many studies have shown that CD40 activation alters Fas expression in both normal 
and malignant B cells [35,36,37,38]. Hence, it was important to determine next 
whether the sCD154/α5β1 interaction affects the level of expression of this critical 
pro-apoptotic gene. Fig 7A shows that sCD154 protects against cell death though a 
mechanism that appears independent of Fas membrane expression, given that 
sCD154 did not alter the level of expression of the receptor on cell surface, assessed 
by the extent of binding of CH-11 coupled to Alexa488. It is worth noting at this 
point that since these data are showing that in the presence of an excess sCD154, 
CH-11 was still capable of binding similarly to its receptor on T cell surface, thus 
the inhibiting effect of CD154 toward the Fas-mediated cell death response is not 
due to a competition between CD154 and CH-11 for the Fas-receptor binding. This 
effect was also independent of de novo protein synthesis, as pre-treatment with 
cycloheximide, an inhibitor of protein biosynthesis, did not reverse sCD154 ability 
to prevent Fas-mediated T cell death (Fig 7B). 
 
CD154 inhibits Fas-mediated T cell death by blocking caspase-8 cleavage 
Caspase-8 cleavage is a critical aspect of Fas-mediated cell death. This ultimately 
leads to cytochrome c release from the mitochondria and caspase-3 activation [39]. 
To investigate the role of sCD154 in inhibiting caspase-8 cleavage, two different 
mAbs against caspase-8 (1C12 mAb for the detection of the full length caspase-8 
[57 kDa] as well as cleaved intermediates [p44/p43 and p18 fragments] and 18C8 




were used in a Western Blot technique.  Fig 8 shows that treatment of Jurkat E6.1 T 
cells with the pro-apoptotic anti-Fas CH-11 mAb induces caspase-8 cleavage, as 
compared to non-stimulated cells. However, pre-incubation of cells with sCD154 
prior to anti-Fas CH-11 mAb treatment, entirely prevented Fas-mediated caspase-8 
cleavage. These data outline the mechanism of CD154-mediated inhibition of 
apoptosis in T cells and highlight the physiological relevance of the CD154/α5β1 






Multiple lines of evidence now support the implication of CD154 in the 
development of chronic inflammatory and autoimmune disorders [8,40], as well as 
malignant disorders [11,12]. Even though most CD154-driven pathways have been 
attributed to its interaction with CD40, additional binding partners have been 
described namely the integrins αIIbβ3, αMβ2 and α5β1 [20,21,22]. These receptors 
add complexity to the diverse interplays in which CD154 takes part. In this study, 
for the first time, we reveal the importance of the CD154/α5β1 interaction in the 
function of T lymphocytes of malignant nature. Using T-ALL cell lines, we showed 
that binding of sCD154 to α5β1 on these cells induces activation of key survival 
signaling pathways such as the MAPKs (p38 and ERK1/2) and PI3K cascades, in a 
manner that is independent of integrin conformational change or activation. More 
importantly, we highlight the pathophysiological importance of this axis in T cell 
survival and resistance to Fas-mediated cell death through inhibition of caspase-8 
cleavage. 
 
Malignant T cells constitutively express many types of integrins including 
the α5β1 [31]. Given the identification of α5β1 as a novel receptor for CD154, we 
first assessed the capacity of CD154 to bind to the T-ALL cell line, Jurkat E6.1.  
Our data demonstrate that sCD154 binds to Jurkat T cells, which are negative for 
CD40, αMβ2 and αIIbβ3. The α5β1 integrin is however not restricted to T cells, as 
human monocytic cells [22] and bronchial fibroblasts [41] obtained from asthmatic 
subjects have been previously shown to interact with CD154 in anα5β1-dependent 
manner. Hence, CD154/α5β1 crosstalks may take place in various cells of immune, 
inflammatory or malignant nature, contributing as such to the development of 
inflammatory diseases as well as malignancies, particularly here hematopoietic 
ones.   
 
Since sCD154 binds to T cell lines in anα5β1-restricted manner, it was 
essential to determine whether this interaction could induce intracellular signaling. 
As CD40 signaling in B cells induces the activation of specific signaling pathways, 




survival, our data showed that α5β1 signaling in response to CD154 could also 
induce activation of these signaling cascades in T cells. In addition to p38 and 
ERK1/2, we showed that the CD154/α5β1 interaction leads to Akt activation, 
another critical pathway of CD154-induced B cell activation and differentiation 
[42]. In parallel, binding of α5β1 to its classical fibronectin ligand also induces the 
activation of similar signaling pathways including MAPKs [43,44,45], suggesting 
that α5β1 signaling in T cells is not specific to CD154 but can be also induced by 
other ligands. Nevertheless, the ability of sCD154 to induce activation of these 
signaling pathways in T cells is indicative of a new cellular activation pathway of 
potential importance in T cell function.  
 
In addition to cell adhesion and migration on the extracellular matrix, 
integrins are also capable of promoting differentiation and cell growth processes in 
many cell types of normal or malignant nature [46,47]. Interestingly, one of the β1 
integrins, the α4β1 was shown to mediate the interaction of myeloma cells and B 
malignant cells with the bone marrow stroma leading to cell adhesion, migration 
and/or survival [48,49]. In T-ALL, another β1 integrin, the α2β1 by interacting with 
collagen I, was capable of mediating bone marrow stroma-induced survival of 
malignant T cells [26]. We have previously reported that collagen I, by interacting 
with β1 integrins on surface of T cell lines or even primary T cells reduced cell death 
in response to Fas stimulation. In these studies, we have shown that these 
interactions induced activation of the Protein-Phosphatase-2A and of the 
downstream MAPK/ERK pathway leading to an abrogated Fas-induced caspase-8 
activation [27]. More recently, it was demonstrated that the Jurkat E6.1 T cell line 
stimulated with collagen I exhibited activation of their MAPK p38 pathway and 
downregulation of their Fas-induced apoptosis [28]. Such response was shown to be 
mediated by β1 integrins as overexpressing β1 integrins in T cells enhanced their 
phosphorylation of p38 and abrogated Fas-induced apoptosis while Abs directed 
against β1 integrins reversed these responses [28]. Interestingly, our group has also 
reported that the β1 integrin/collagen interaction was responsible for inhibiting 
doxorubicin-induced apoptosis in a MAPK/ERK-dependent mechanism, promoting 




again assessed in another study, whereby the interaction of fibronectin with the 
α5β1 integrin in a Jurkat derivative cell line (JB4, lacking the α4 expression) 
decreased cell apoptosis in response to the chemotherapeutic agent, doxorubicin 
probably by enhancing Akt phosphorylation [29]. Given these data we were highly 
interested in investigating if the novel interaction of the α5β1 with CD154 could 
also induce anti-apoptotic and survival signals in malignant T cells using a T-cell 
leukemia model, Jurkat E6.1 and a T-cell lymphoma one, HUT78. Indeed, and in 
agreement with the above studies, pre-incubation of these cells with sCD154 
completely prevented Fas-mediated T cell death, indicating that CD154 may 
represent a critical element of T cell persistence and survival during malignant 
disorders. The CD154/α5β1 interaction may thus correspond to a fundamental axis 
in the progression of tumors, particularly those of hematopoietic type. Our results 
could explain the enhanced levels of  sCD154 observed in hematological 
malignancies such as acute lymphoblastic leukemia, chronic lymphocytic leukemia, 
mantle cell lymphoma and multiple myeloma [50] whereby sCD154 could be 
contributing to the pathogenesis of the disease by enhancing the survival of 
malignant cells in an α5β1-dependent manner.  
 
Cell survival is tightly regulated by a balance between anti-apoptotic 
(survival) factors and pro-apoptotic factors and their intracellular signals. As 
mentioned above, several intracellular mediators including Protein-Phosphatase-
2A, ERK and p38 MAPKs, PI-3K and Akt have been shown to regulate cell survival 
upon ligation of β1 integrins with their natural matrix-derived ligands [27,28,29,51]. 
In agreement with these results, our data also show that engagement of α5β1 integrin 
with CD154 induces activation of p38 and ERK1/2 MAPKs and Akt, as discussed 
above. Furhermore, inhibiting p38 or ERK1/2 MAPKs reduced the anti-apoptotic 
effect of CD154 in T cells while inhibiting PI-3K completely reversed this effect, 
confirming the involvement of the p38/ERK1/2 MAPKs and more importantly of 
the PI-3K/Akt cascade as mechanisms regulating the CD154/α5β1-mediated 
survival of malignant T cells. In the same line of evidence, others have demonstrated 
that the constitutive activation of PI-3K/Akt is associated with the resistance of 




signals including Fas ligand, TNF and TNF-related apoptosis-inducing ligand 
(TRAIL) [52]. As to the apoptotic signals inside the cell, it is well established that 
caspase activation and in particular caspase-8 cleavage are key signaling elements 
of Fas-mediated cell death [39]. Caspase-8 indirectly mediates the release of 
cytochrome c from the mitochondria and the activation of caspase-3, both of which 
leads to cleavage of cellular components and programmed cell death. Here, we were 
able to show that sCD154 by interacting with its receptor on T cells, the α5β1 
integrin, inhibits Fas-mediated cell death through inhibition of caspase-8 cleavage, 
a process that appears independent of de novo proteins synthesis. Blocking caspase-
8 cleavage was also the underlying mechanism by which a collagen/β1 integrin dyad 
could reduce Fas-mediated apoptosis in T cell lines [27]. Interestingly, our data 
herein are further establishing a link between activation of PI-3K/Akt pathway and 
the inhibition of caspase-8 cleavage.  
 
In conclusion, this study adds significant insights into the role of the 
CD154/α5β1 interaction in the function of T cells and particularly malignant ones, 
and shows that this axis promotes T cell survival and resistance to apoptosis. This 
novel pathway may drive progression of malignant diseases and underlie 
mechanisms by which malignant cells can escape immune checkpoints or even 
chemotherapy. Specific inhibition of this dyad may represent a potential therapeutic 




Materials and Methods  
 
Reagents and antibodies 
 
Recombinant soluble CD154 (sCD154) and recombinant soluble CD40-Fc were 
generated as previously described [53,54]. Anti-caspase-8 (clone 1C12 and 18C8), 
anti-phospho-p38, anti-p38, anti-phospho-ERK1/2, anti-ERK1/2, anti-phospo-
AKT and anti-AKT antibodies were all procured from Cell Signaling Technology 
(Beverly, MA). Anti-CD95 or anti-Fas (clone CH-11, an IgM) and anti-actin 
(clone C4) antibodies came from Chemicon (Temecula, CA). Anti-CD95 
(LOB3/17, an IgG) was purchased from Bio-Rad AbD Serotec Inc. (Raleigh, NC). 
Anti-αMβ2 antibodies came from BD Biosciences (Mississauga, ON) while anti-
α5β1 (clone JBS5) and anti-αIIbβ3 antibodies were purchased from Santa Cruz 
Biotechnology (Santa Cruz, CA). The anti-α5β1 Abs (clones 3S3, JB1A, B3B11) 
and the soluble α5β1 (sα5β1) were a generous gift from Dr. John A. Wilkins 
(Manitoba Centre for Proteomics and Rheumatic Diseases, University of 
Manitoba, Winnipeg, MB). The anti-CD40 mAb (clone 5C3) was purchased from 
BioLegend (San Diego, CA), while the anti-CD40 antibody (clone G28.5) was 
obtained from ATCC (Manassas, VA). The Alexa Fluor-488 labeling kit came 
from Molecular Probes (Eugene, OR), and labeling of sCD154 (sCD154-
Alexa488), CH-11 (anti-Fas, CH-11-Alexa488) and Avidin (Avidin-Alexa488) 
were performed according to the manufacturer’s instructions. The PI-3K 
inhibitors, Wortmannin and LY294002 were purchased from Calbiochem (San 
Diego, CA). The p38 inhibitor, SB203580, and the ERK1/2 inhibitor, U0126 were 
also obtained from Calbiochem. The protein biosynthesis inhibitor cycloheximide 




The human Jurkat E6.1 and HUT78 T cell lines (ATCC; Manassas, VA) were 
maintained at 37°C in RPMI 1640 media supplemented with fetal bovine serum 
(FBS) (5% in the case of Jurkat cells and 10% in the case of HUT cells) and 1% 




Flow cytometry analysis 
 
The cell surface expression of CD40, α5β1, αMβ2 and αIIbβ3 was determined by 
FACS analysis, as previously described [22]. Briefly, cells were stained with the 
appropriate control isotype IgGs or respective antibodies (anti-CD40 G28.5 mAb, 
anti-α5β1 JBS5 mAb, anti-αMβ2 mAb or anti-αIIbβ3 mAb followed by goat anti-
mouse IgG-Alexa488 staining. Binding of sCD154 was performed using 
recombinant sCD154-Alexa488 or with unlabeled sCD154, followed by anti-V5 
streptavidin-PE. For competition binding, sCD154-Alexa488 was incubated with 
sα5β1 or sCD40 (10 fold molar excess) for 1 hour at 37°C prior to binding. Cells 
were also incubated with unlabeled sCD154 for 1 hour at 37°C prior to addition of 
sCD154-Alexa488 for fluorescence specificity. All samples were analysed on a 
BD LSRII flow cytometer (BD Biosciences, Mountain View, CA) and cells were 
gated by their characteristic forward and side scatter properties. 
 
Cell stimulation for assessing intracellular signalling 
 
Jurkat E6.1 T cells were incubated for 3 hours at 37°C in serum-free advanced 
RPMI media 1640 and stimulated with sCD154 or anti-α5β1 JBS5 for the indicated 
periods of time. Reactions were terminated by addition of 2X Laemmli sample 
buffer containing protease and phosphatase inhibitors (Sigma-Aldrich, Oaskville, 
ON). Samples were then boiled for 5 minutes at 95°C and analysed by immunoblot 




Jurkat E6.1 cells were first pre-incubated with sCD154 or vehicle for 3 hours at 
37°Cprior to treatment with anti-Fas mAb (CH-11) or isotype-matched control 
(IgM) for 18 hours at 37°C. HUT78 cells were pre-incubated with sCD154 or vehicle 
for 3 hours at 37°Cand then treated with anti-Fas mAb (CH-11) or isotype-matched 
control (IgM) for 48 hours at 37°C. Cell death was evaluated by FACS analysis as 








Jurkat E6.1 T cells were pre-treated or not with sCD154 for 6 hours at 37°C and 
stimulated with the anti-Fas clone CH-11 antibody or isotype-matched control 
(IgM) for 3h at 37°C. Cells were then boiled for 7 min and caspase-8 cleavage was 
assessed by immunoblot as described below.   
 
SDS-PAGE and Immunoblot analysis 
 
Proteins were resolved in 8% to 12% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE) gels and transferred to nitrocellulose membranes. 
The membranes were blocked with 5% bovine serum albumin for 1 hour, washed 
three times with TBS/T (150 mM NaCl, 20 mM Tris, pH 7.4, 0.1 % Tween-20) 
and incubated with the appropriate primary antibody overnight at 4°C. Following 
washing steps, membranes were labeled with horseradish peroxidase-conjugated 
secondary antibody for 1 hour, washed and bound peroxidase activity was detected 
by enhanced chemiluminescence (PerkinElmer Life Sciences, Waltham, MA). 
Membranes were stripped using the re-blot solution (Millipore, Temecula, CA) 




















































































































0,7 1,5 12NS 60,30,1 3
CH-11 
IC
Non-stimulated with CH-11 (NS)
CH-11 (ng/ml)
CH-11 + sCD154 
sCD154 
















































































Isotype Control + CH-11
B3B11
B3B11 + CH-11


































JBS5 3S3 JB1A B3B11
CH-11
Anti-α5β1 Abs + CH-11
***
Non-treated 2 1 0.5 0.25 0.1
B3B11 or Isotype Control (μg/ml)





























































































































































Fig 1. Binding of sCD154 to Jurkat E6.1 T cells is α5β1-dependent.(A) Jurkat 
E6.1 and BJAB cells were incubated with anti-α5β1 JBS5 mAb, anti-CD40 G28.5 
mAb, or IgG isotype control (IC) followed by mouse anti-human Ig labeled with 
Alexa 488. (B) Cells were incubated with Avidin-Alexa 488 (negative control, 
black plots) or sCD154-Alexa 488 (20ng/sample, grey plots) in the absence or 
presence of 10 fold molar excess of unlabelled sCD154, sα5β1, or sCD40. 
Expression and binding was then analyzed by flow cytometry. Overlay plots 
shown are representative of at least 3 independent experiments.  
 
Fig 2. Soluble CD154 induces intracellular signaling in Jurkat E6.1 T cells. 
Jurkat E6.1 cells were activated with sCD154 (50 ng/sample) or anti-α5β1 JBS5 
mAb (500 ng/sample) for the indicated time at 37°C and reactions were terminated 
by addition of 2X Laemmli sample buffer containing protease and phosphatase 
inhibitors. Samples were then analyzed by western blot for Akt, p38 and ERK1/2 
activation using phospho-specific antibodies. Blots were stripped and reprobed 
with antibodies against total Akt, total p38 and total ERK1/2.  Blots shown are 
representative of 3 independent experiments.    
 
Fig 3. Soluble CD154 inhibits Fas-mediated cell death in Jurkat E6.1 T cells.(A) 
Jurkat E6.1 T cells were left non-stimulated (NS) or stimulated with different 
concentrations of anti-Fas CH-11 mAb or IgM isotype control (IC) for 18 hours at 
37°C and assessed for their cell death response by FACS analysis as the percentage 
of death obtained by propidium iodide staining. (B) Jurkat E6.1 T cells were pre-
treated with different concentrations of sCD154, then left non-stimulated (NS) or 
stimulated with the anti-Fas CH-11 mAb (3ng/ml) for 18 h at 37°C.Cell death was 
then evaluated as above (± SD, *** p < 0.001).  
 
Fig 4. Anti-α5β1 Abs inhibit Fas-mediated cell death in Jurkat E6.1 T cells. (A) 
Jurkat E6.1 T cells were pre-treated with 2 μg/ml of isotype control (IgG, IC) or 
different anti-α5β1 Abs, JBS5, 3S3, JB1A, B3B11, then left non-stimulated (NS) or 




then evaluated by FACS analysis as the percentage of death obtained by propidium 
iodide staining. (B) Jurkat E6.1 T cells were pre-treated with isotype control (IgG, 
IC) or different concentrations of the anti-α5β1, B3B11, then left non-stimulated 
(NS) or stimulated with the anti-Fas CH-11 mAb (3ng/ml) for 18 h at 37°C.Cell 
death was then evaluated as above (± SD, ** p < 0.01, *** p < 0.001).  
 
Fig 5. Soluble CD154 inhibits Fas-mediated cell death in HUT78 T cells. (A, Left 
and middle pannels) HUT78 cells were incubated with anti-α5β1 JBS5 mAb, anti-
CD40 G28.5 mAb, anti-Fas LOB3/17 mAb, or IgG isotype control (IC) followed by 
mouse anti-human Ig labeled with Alexa 488. (A, Right panel) Cells were incubated 
with Avidin-Alexa 488 (negative control) or sCD154-Alexa 488 (20ng/sample). (B, 
Left panel) HUT78 T cells were left non-stimulated (NS) or stimulated with 
different concentrations of anti-Fas CH-11 mAb or IgM isotype control (IC) for 48 
hours at 37°C and assessed for their cell death response by FACS analysis as the 
percentage of death obtained by propidium iodide staining. (B, Right panel) HUT78 
cells were pre-treated with different concentrations of sCD154, then left non-
stimulated (NS) or stimulated with the anti-Fas CH-11 mAb (200ng/ml) for 48 h at 
37°C.Cell death was then evaluated as above (± SD, * p < 0.05, ** p < 0.01,*** p 
< 0.001 CH-11 versus IC). 
 
Fig 6. The CD154-mediated inhibition of Fas-induced apoptosis is regulated 
mainly by the PI-3K/Akt pathway but also by the p38 and the ERK1/2 signaling 
cascades. Jurkat E6.1cells were pre-incubated with 0.125 μM of Wortmannin (A), 
with 10μM of SB203580 (B) or with 10 μM of U0126 (C) for 30 minutes at 37°C. 
Cells were subsequently incubated with or without sCD154 for an additional 3 hrs, 
and then stimulated with anti-Fas CH-11 mAb (3ng/ml) or IgM isotype control (IC) 
for 18 hours at 37°C and assessed for their cell death response by FACS analysis as 
the percentage of death obtained by propidium iodide staining. Data are 
representative of means of four independent experiments (± SD, ** p< 0.01, *** p< 
0.001). 
 
Fig 7. Soluble CD154-mediated inhibition of Fas-induced cell death does not 




Jurkat E6.1 T cells incubated with medium alone or sCD154 (50 ng/ml) for 3 h were 
washed and stained with anti-Fas CH-11 labeled with Alexa 488 or IgM isotype 
control (IC) labeled with Alexa488. Cells were then washed and analyzed by flow 
cytometry. (B) Jurkat E6.1 T cells were pre-incubated with 35 ng/ml cycloheximide 
or vehicle DMSO for 15 min at 37°C. Samples were subsequently incubated with 
sCD154 (50 ng/ml) or left untreated for 3 h at 37°C, and cell death was induced by 
the anti-Fas CH-11 mAb (3 ng/ml)for 18 hours at 37°C. Data are representative of 
three independent experiments. 
 
Fig 8. Soluble CD154 inhibits Fas-mediated T cell death by inhibiting caspase-
8 cleavage. Jurkat E6.1 T cells were pre-treated or not with sCD154 (50 ng/ml) for 
6h at 37°C and stimulated with the anti-Fas CH-11 mAb (12 ng/ml) or with an 
isotype-matched control (IgM) for 3h at 37°C. Cells were then boiled for 7 minutes 
and caspase-8 cleavage was assessed by immunoblot using two different anti-
caspase-8 antibodies (clone 1C12 for the detection of full length caspase-8 [57 kDa] 
as well as cleaved intermediates [p44/p43 and p18 fragments] (left panel) and clone 
18C8 for the detection of cleaved intermediates only [p44/p43 and p18 fragments]) 
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4. Le CD154 inhibe la mort des 
cellules T par une interaction 
cis avec l'intégrine α5β1  
(Article # 2) 







4.1 Mise en contexte 
Étant donné que nos précédents résultats ont monté que lʼinteraction  CD154/α5β1 
joue un rôle important dans l'inhibition de la mort cellulaire induite par Fas dans les 
lignées de cellules T Jurkat E6.1 et HUT78, nous avons voulu étudier si cette 
réponse était observée avec d'autres récepteurs de mort tels que le TRAIL et le TNF-
α. Il était crucial pour nous aussi d'identifier l'influence du CD154 sur la réponse 
apoptotique des cellules T primaires et d’étudier si comme le sCD154, le mCD154 
était capable dʼinteragir avec lʼintégrine α5β1 et inhiber la mort induite par les 
différents récepteurs Fas, TRAIL et TNF dans les cellules T. 
 
4.2 Contribution des co-auteurs 
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Le CD154 est un immunomodulateur appartenant à la famille des facteurs de 
nécrose tumorale (TNF). Il  joue un rôle majeur dans la pathogenèse de plusieurs 
maladies auto-immunes et inflammatoires. En plus du CD40, d'autres récepteurs ont 
été identifiés pour le CD154, les intégrinesα IIbβ3, αMβ2, αvβ3 et α5β1. De manière 
intéressante, nous avons précédemment montré que le sCD154 interagissant avec 
lʼintégrine α5β1 est capable d'inhiber l'apoptose induite par Fas dans plusieurs 
lignées de cellules T. Dans la présente étude, nous montrons que cet effet de 
l’interaction sCD154/α5β1 n’est pas spécifique à l’apoptose induite par Fas et 
pourrait également être exposé à d’autres signaux de mort tels que TRAIL et TNF-
α.Fait intéressant, nous montrons ici que le mCD154 exprimé sur les cellules HEK 
293 ou LTK, suite à son sur interaction avec l'intégrine α5β1 des cellules Jurkat, 
n'était pas capable d'influencer la réponse de mort induite par Fas et TRAIL dans 
ces dernières. De plus, nos expériences de co-culture ont montré l’absence 
d’interaction physique entre les cellules exprimant le CD154 et les cellules 
exprimant α5β1 à leur surface. Cependant, le mCD154 était capable d’interagir avec 
lʼintégrine α5β1 lorsque les deux molécules sont exprimées à la surface dʼune même 
cellule. Cette interaction était capable de réguler négativement lʼapoptose induite 
par Fas, TNF-α ou TRAIL. Une co-localisation des deux molécules a également été 
mise en évidence à la surface de ces cellules. Ces données suggèrent fortement une 
interaction de type cis entre le CD154 et l'intégrine α5β1 lorsqu'elles sont exprimées 
sur la même surface cellulaire, plutôt qu'une interaction trans impliquant le ligand 
et le récepteur exprimés chacun à la surface d'une cellule distincte. De manière 
intéressante, et pour ajouter une signification clinique à nos données, nous 
démontrons ici que le sCD154 est capable d'inhiber la mort cellulaire induite par 
Fas également dans les cellules T humaines et plus important encore dans les 
cellules T CD4 + que T CD8 +. Dans lʼensemble, ces résultats s'ajoutent à la liste des 
rôles par lesquels CD154 contribue à la pathogenèse des maladies autoimmunes et 
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CD154 plays a major role in the pathogenesis of several autoimmune and 
inflammatory diseases. In addition to CD40, soluble CD154 (sCD154) binds to 
other receptors namely αIIbβ3, αMβ2 and α5β1 and αvβ3 integrins. We have 
previously reported that binding of sCD154 to α5β1 integrin expressed on several 
human T cell lines is capable of inhibiting Fas-induced cell death. In the current 
study, we show that such effect of the sCD154/α5β1 interaction is not restricted to 
the cell death response induced by Fas but could also be exhibited toward other 
death signals such as TRAIL and TNF- α. We also demonstrate that sCD154 is 
capable of inhibiting Fas-mediated death of human activated T cells, more 
importantly of CD4+ than CD8+ T ones. Our data also show that membrane-bound 
CD154 and α5β1 integrin expressed on the surface of distinct cells failed to 
influence cell death responses. However, when membrane-bound CD154 and α5β1 
are expressed on the surface of same cell, their interaction was capable of down 
regulating cell death. CD154 was shown to co-localize with the α5β1 integrin on the 
surface of these cells. These data strongly suggest a cis-type of interaction between 
CD154 and α5β1 when both are expressed on the same cell surface, rather than a 
trans-interaction which usually implicates the ligand and its receptor each expressed 
on the surface of a distinct cell. Taken together, these findings add to the list of roles 
through which CD154 is contributing to the pathogenesis of autoimmune-
inflammatory diseases, i.e. by protecting T cells from death and enhancing their 





CD154, also known as CD40 ligand (CD40L), is an immunomodulator 
initially described in activated CD4-positive T cells and later found to be expressed 
on other types of cells such as basophiles, mast cells, activated CD8-positive T cells 
and platelets (1, 2). Similarly to other members of the TNF family, in addition to 
the membrane-bound molecule, CD154 also exists in a soluble form (sCD154) that 
is still biologically active (3). This soluble form is usually released from activated 
T cells and platelets by proteolytic cleavage (3, 4). Soluble CD154 is exhibited at 
high levels in many inflammatory disorders (5-7), including rheumatoid arthritis 
(RA) and sytemic lupus erythromatus (SLE) diseases (8, 9). 
Together with its classical receptor CD40, CD154 is implicated in humoral as 
well as cell-mediated immunity (2, 10). By acting on several immune/inflammatory 
cells, CD154 influences their functions and activation status (2, 11). Interestingly, 
during cell/cell interaction, binding of CD154 to CD40 molecules leads to 
bidirectional signals that modulate cell functions (12-15). Blocking the 
CD154/CD40 interaction using different experimental approaches was shown to 
completely abolish the development of several autoimmune conditions (2, 16), such  
as RA and SLE (17-20).  
In addition to CD40, sCD154 was shown to bind other receptors, namely the 
αIIbβ3 (21), αMβ2 (22),α5β1 (23) and αvβ3 integrins (24). The interaction of 
sCD154 with αIIbβ3 on platelets was shown to stabilize thrombus under high sheer 
conditions (25), whilethat with αMβ2 was reported to promote the development of 
inflammation in the vessels and atherosclerosis (22), and to play a role in Th1 
immune responses against Leishmania major infections (26). The αvβ3 integrin was 
identified as a receptor for CD154. Although no functional studies were undertaken 
but authors expected a high biological significance for the CD154/αvβ3 interaction 
given the high expression of αvβ3 on vascular and cancer cells (24).   
In this context, we have demonstrated that stimulating an α5β1-positive 
monocytic cell line with sCD154 induces the activation of MAPK/ERK1/2 pathway 
and IL-8 production in a CD40-independent manner (23). Interestingly, ligation of 
the α5β1 integrin simultaneously with ligation of CD40 was shown to activate p38 




as MMP-2 and -9 (27). Furthermore, the physiopathological relevance of the 
CD154/α5β1 dyad could be implicated in the development of allergic asthma given 
data showing that the CD154/α5β1 interaction enhances the production of 
inflammatory cytokines  in T cells and bronchial fibroblasts of asthmatic patients 
during cell/cell interaction (28). Interestingly, our recent results showed that CD154 
is capable of binding to several T cell lines via their α5β1 integrin inducing the 
activation of p38, ERK, and Akt (29). We also demonstrated that treatment of these 
cells with CD154 entirely abrogated their Fas-induced death, in a mechanism 
involving activation of PI-3K and a decreased cleavage of caspase-8 (29). 
Given that T cell survival and persistence is a characteristic signature of 
numerous inflammatory and autoimmune diseases, we aimed herein at further 
examining the effect of the CD154/α5β1 dyad on T cell survival. We found that 
binding of sCD154 to α5β1 integrin also inhibits apoptosis of T cell lines and human 
primary T cells induced by the TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) and 
TNF-α. Furthermore, our studies suggest that the anti-apoptotic effect of CD154 is 
exerted in a cis-dependent manner, i.e both CD154 and α5β1 are expressed on the 





Materials and Methods 
4.3.1 Ethics statement 
This study is using PBMC samples from healthy subjects.  This study received 
approval from the CHUM-Research Centre ethical committee, Montreal, Québec, 
Canada. All human subjects that donated biological samples for this study provided 
written informed consent for their participation.  
 
Reagents and antibodies 
Recombinant soluble CD154 (sCD154) was generated as previously described (14). 
Anti-CD95 or anti-Fas (clone CH-11, an IgM) was purchased from Chemicon 
(Temecula, CA). Recombinant human TRAIL (rhTRAIL) and rhTNF were obtained 
from R&D Systems (Minneapolis, USA). Anti-CD95 (LOB3/17, an IgG) was 
purchased from Bio-Rad Serotec Inc. (Raleigh, NC). The hybridoma producing 
antibodies raised against human CD154 (mAb C4.14) was produced in our 
laboratory. Anti-CD154 hybridoma 5C8 (IgG2a) and anti-CD40 hybridoma G28.5 
(IgG1) were obtained from ATCC. Anti-αMβ2 antibodies (clone ICRF44) were 
obtained from BD Biosciences (Mississauga, ON). Anti-α5β1 (clone JBS5) and 
anti-αIIbβ3 (clone A2A9/6) were purchased from Santa Cruz Biotechnology (Santa 
Cruz, CA). The anti-β1 mAb (clones B44) was a generous gift from Dr. John A. 
Wilkins (Manitoba Centre for Proteomics and Rheumatic Diseases, University of 
Manitoba, Winnipeg, MB).  The anti-TNF-R1 (clone H398), anti-TRAIL-R1 (clone 
69036) and anti-TRAIL-R2 (clone 71908) antibodies were purchased from R&D 
Systems (Minneapolis, USA). The GAM-alexa488 was obtained from Invitrogen 
Life Technology (Burlington, Ontario, Canada). The biotin-labelled CD40-Fc was 




The human Jurkat E6.1 T cell line, the  BJAB B lymphoma cell line and the  
embryonic kidney cell line HEK 293 were obtained from ATCC (Manassas, VA) 
and maintained at 37°C in RPMI 1640 media supplemented with 5% fetal bovine 




Canada). Jurkat E6.1 and HEK 293 were stably transfected as we previously 
described (30) with human CD154 (hCD154) or empty vector (vect) and were 
maintained at 37°C in DMEM media supplemented with 5% FBS, 1% L-glutamine, 
penicillin, streptomycin and zeomycin (Invivo Gen, Cederlane Laboratories, 
Burlington, Canada). 
 
Isolation of human T cells and their activation 
Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) of healthy donors were isolated by 
Ficoll–Hypaque density gradient centrifugation. Purified CD3+, CD4+ and CD8+ T 
cells were isolated from PBMC by negative selection using magnetic beads 
(STEMCELL Technologies). The purity of the isolated CD3+ CD4+ and CD8+ T 
cells was > 96%, as determined by flow cytometric analysis. Isolated cells were then 
cultured in RPMI 1640 media supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) 
and 1% L-glutamine, penicillin and streptomycin and cultured in the presence of 
PHA (5 ug/ml) (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario, Canada) and IL-2 (20 U/ml) 
(R&D Systems) for a period of six days. 
 
Flow cytometry analysis 
The cell surface expression of CD154, CD40, α5β1, αMβ2, αIIbβ3, Fas, TNFR1, 
TRAILR1 and TRAILR2 was determined by FACS analysis. Cells were stained 
with the appropriate control isotype IgGs or respective antibodies (anti-CD154 
mAb, C4; anti-CD40 mAb, G28.5; anti- α5β1 (active form) mAb, B44; anti-α5β1 
(inactive form) mAb, JBS5; anti-αMβ2 mAb, ICRF44; anti-αIIbβ3 mAb, A2A9/6; 
anti-CD95 mAb, LOB3/17; anti-TNF-R1 mAb, H398; anti-TRAIL-R1 
mAb,C69036 and anti-TRAIL-R2 mAb, C71908, followed by goat anti-mouse IgG-
Alexa488 staining. Samples were analysed on FACSCalibur flow cytometer (BD 
Biosciences, Mississauga, Ontario, Canada). 
 
CFSE staining fluorescence microscopy 
Jurkat E6.1 and BJAB cells were suspended at 10 million/ml in PBS. CFSE (Life 
Technologies, Ontario, Canada) was added to a final concentration of 1uM for 10 
min at 37◦in a water bath. After adding the RPMI 10% FBS 10min at room 




concentration before use. Labelled Jurkat E6.1 and BJAB cells were added on HEK 
293-vect. or HEK 293-hCD154 already adhered to 96 well plates. After 5 min at 
37◦C, wells were washed to remove the free Jurkat E6.1 and BJAB cells. In some 
conditions, co-cultures were treated with 5C8 mAb to block the CD40/CD154 
interaction. Cell/cell interactions mediated by CD154/α5β1 and CD154/CD40 were 
analyzed by fluorescence microscopy. 
 
Immunofluorescence microscopy 
CD154-transfected Jurkat E6.1 cells and non-transfected ones were grown on 
coverslips, fixed in 4% formaldehyde (MilliporeSigma, Billerica, MA, USA) and 
permeabilized in 0.2% Triton X-100 (ThermoFisher Scientific, Ontario, Canada). 
To detect CD154 molecules, biotinylated sCD40-Fc was added followed by 
streptavidin PE, whereas detection of α5β1 integrin was undertaken by adding JBS5 
mAb followed by GAM-alexa488. DNA was counterstained with Hoechst dye 
(ProLong™ Gold Antifade Mountant with DAPI (Thermo Fisher Scientific). 
Images were recorded using a microscope (ApoTome.2, Observer. Z1; Carl Zeiss, 
Inc.) with a 63× plan Apo 1.4 NA objective coupled to a camera (AxioCamHRm; 
Carl Zeiss, Inc.) and driven by AxioVision LE software (Carl Zeiss, Inc.). The 
degree of co-localization, expressed as the Pearson's correlation coefficient 
(proportion of all red intensities that have green components among all red 
intensities), was assessed by the co-localization analysis function of Imaris software 
(Bitplane®). Results were logged into Excel Microsoft Excel® for analysis. All 
values are means ± SD from 16 cells. 
 
Cell death 
Cells were cultured in the presence or absence of sCD154 for 6 hrs and then treated 
with anti-Fas, rhTNF-α, rhTRAIL for an additional 18 hours at 37°C. In some 
experiments and when indicate, Wortmannin (Millipore Sigma, Bilerica, MA, USA) 
was used as a control. Cell death was evaluated by FACS analysis as the percentage 
of death obtained by propidium iodide (Invitrogen, Burlington, ON) staining as we 






The Student t -test was used for statistical analysis (GraphPad Prism), and data are 
shown as mean ± SD. P values <0.05 were considered statistically significant (* P 
< 0.05, ** P < 0.01, and *** P < 0.001). 
 
Results 
1-Soluble CD154 inhibits TRAIL- and TNF-α-induced cell death in Jurkat E6.1 
T cells. 
 We have previously reported that binding of sCD154 to several human T 
cell lines expressing α5β1 molecules inhibits their Fas-induced death (29). We 
therefore hypothesized that such dyad plays an important role in the modulation of 
T cell death induced by other apoptotic stimuli. As Jurkat E6.1 cells are also 
susceptible to death induced by other members of the TNF family, namely TRAIL 
and TNF-α (31-33), we aim here at assessing the impact of sCD154 on death 
induced by TRAIL and TNF-α in Jurkat E6.1 cells. In the first set of experiments, 
we analyzed the expression of the different death receptors and the CD154 receptors 
on the surface of these cells. Our results show that Jurkat E6.1 cells express TRAIL-
R1, TRAIL-R2 and TNF-R1 on their surface (Fig. 1A), and only the α5β1 integrin 
as the CD154 receptor (Fig. 1B). It is worth noting here and as previously reported, 
that Jurkat E6.1 cells express only the inactive form of α5β1, capable of binding 
CD154 (23), and that binding of sCD154 to these cells was completely abolished by 
soluble α5β1 confirming the specificity of sCD154 to α5β1 integrin (29). 
 Given these data, we next evaluated the death response induced by 
different concentrations of human recombinant TRAIL (rTRAIL) and rTNF-α in 
Jurkat E6.1 cells. Our data show that treatment with rTRAIL or rTNF induces an 
apoptotic effect in Jurkat E6.1 cells in a concentration-dependent manner (Fig. 1C). 
This cell death response reached its maximal level at around 100 ng/ml of TRAIL 
and at 50 ng/ml of TNF-α. We next investigated the capacity of sCD154 to inhibit 
these death responses. Cells were pre-incubated with different concentrations of 




TRAIL (50 ng/ml) or TNF-α (25 ng/ml) outlined above. Our data show that CD154 
was capable of inhibiting TRAIL- and TNF-induced cell death in a dose-dependent 
manner (Fig. 1D), as it did with Fas-induced response previously described (29). 
Together, these results demonstrate that the CD154/α5β1 interaction inhibits TRAIL 
and TNF-α-induced death in T cell lines, confirming a role of this dyad in the 
persistence of T cells at the site of inflammation (34-36). 
 
2- Soluble CD154 influences Fas-induced cell death in activated human CD3-
positive T cells. 
Having demonstrated the role of sCD154 in inhibiting cell death induced by 
various death signals in T cell lines, it was crucial to investigate the influence of 
CD154 on the apoptotic response of primary T cells. PBMCs from the blood of 
healthy donors were purified and CD3+ T cells were isolated. Cells were then 
cultured in the presence of a combination of PHA and IL-2 (37) for a period of six 
days, to ensure their susceptibility to Fas-induced cell death as well as the release of 
all CD154 from their cell surface. We first analyzed the expression of CD154 and 
its receptors and that of various death receptors on the surface of these activated T 
cells. Our data show that human T cells and as described previously (38), lose their 
CD154 expression after activation (Fig. 2A, left panel).  Of the CD154 receptors, T 
cells only express the α5β1 integrin (Fig. 2A, middle panel). The expression of α5β1 
is heterogeneous in CD3+ T cells.  It is worth mentioning here that we did not 
account for the expression of αIIbβ3 on T cells, as this integrin is exclusively 
expressed on platelets and on megakaryocytes in bone marrow (39). The Fas 
molecule is the only cell death receptor detected on activated T cells (Fig. 2A, right 
panel). 
 We next evaluated the death response induced via the Fas receptor and 
those of TRAIL and TNF-α in activated T cells. Cells were treated with different 
concentrations of CH-11 mAb, rhTRAIL or rhTNF-α for 24 hrs. Our data show that 
treatment of CD3+ T cells with CH-11 mAb was capable of inducing their apoptosis 
in a concentration-dependent manner (Fig. 2B). This cell death response reached a 
steady state at around 200 ng/ml of CH-11. On the other hand, CD3+ cells showed 




tested (Fig. 2B). Similarly to the protocol undertook with Jurkat E6.1 cells above, 
we subsequently assessed the Fas-induced apoptosis in activated CD3+ T cells in the 
presence of different concentrations of sCD154. Our data show that pre-incubation 
of activated T cells with sCD154 inhibited Fas-mediated apoptosis in a dose-
dependent manner (Fig. 2C).  
 
3. Soluble CD154 inhibits Fas-mediated cell death more importantly in 
activated CD4+ T cells than CD8+ ones. 
Based on the above observation showing the heterogeneous expression of 
α5β1 integrin in CD3+ T cells, PBMCs were purified into CD4+ and CD8+ T cells. 
Cells were activated with PHA and IL-2, as described above for a period of six days, 
and assessed for the expression of CD154 and its receptors and that of various death 
receptors on their surface. Our data show that CD4+ cells express a higher level of 
the α5β1 integrin in comparison with CD8+ T cells. As to the death receptors, both 
T cell populations express only the Fas receptor and at comparable levels (Fig. 3A). 
As we did with CD3+ T cells, we evaluated the death response induced via 
the Fas receptor in activated CD4+ and CD8+ T cells in the presence of different 
concentrations of sCD154. Our data show that pre-incubation of these activated T 
cell populations with sCD154 inhibited Fas-mediated apoptosis in a dose-dependent 
manner (Fig. 3B). Such protective effect of CD154 against Fas-mediated cell death 
was more importantly exhibited in CD4+ cells as compared to CD8+ ones. Indeed, 
CD154 slightly inhibited the Fas-induced apoptosis in CD8+ cells and only when 
used at a relatively high concentration (Fig. 3B).  
Together, these results demonstrate that the CD154/α5β1 interaction inhibits 
the Fas-induced death of human T cells, more importantly that of the CD4+ 
subpopulation, reflecting a role of this dyad in the survival and persistence of T cells 
in inflammatory diseases.  
 
4- Membrane-bound CD154 expressed on HEK 293 failed to influence the Fas-
mediated cell death of Jurkat E6.1 and activated CD3-positive T cells. 
It is well established that membrane-bound CD154 induces a stronger 




the ability of membrane-bound CD154 to elicit similar and/or higher responses in 
cells expressing membrane-bound α5β1 with regard to Fas-induced cell death. For 
this purpose, we used Jurkat E6.1 and activated CD3-positive T cells as the α5β1 
positive/CD154 negative cells and the HEK 293 transfected with CD154, as the 
CD154-positive cells (or the non-transfected ones as the negative control). Data in 
Fig. 4A shows the expression of CD154 on the surface of the CD154-transfected 
HEK 293 cells. We co-cultured Jurkat E6.1 or activated CD3-positive T cells with 
adherent HEK 293 transfected or not with CD154 at different cell/cell ratios (1:5, 
1:3, and 1:1), and stimulated these cells with the death ligand for Fas receptor. 
Surprisingly, our data show that Jurkat E6.1 and activated CD3-positive T cells co-
cultured with HEK 293 cells transfected with CD154 exhibited similar death levels 
to those cultured in the presence of non-transfected CD154-negative HEK 293 cells 
(Figs 4B and 4C).  
 
The failure of membrane-bound CD154 expressed on HEK 293 cells to affect the 
cell death response can be due to the lack of interaction between the membrane-
bound CD154 and α5β1. To verify this hypothesis, Jurkat E6.1 were labelled with 
CFSE and then added to CD154-transfected-HEK 293 cells adhered to 96 well 
plates. As a positive control, BJAB cells expressing CD40 on their surface (Fig. 5A) 
were also labelled with CFSE and added to CD154-transfected-HEK 293 adhered 
on 96 well plates. Following a 5 min co-culture, wells were washed to remove non-
adherent Jurkat E6.1 or BJAB cells, and cell/cell interactions mediated by 
CD154/α5β1 or by CD154/CD40 was analyzed by fluorescence microscopy. As 
shown in Fig. 5B, CFSE-labelled BJAB cells, the CD40-positive cells, bound well 
to CD154-transfected HEK cells (Fig. 5B upper panels). The latter cell/cell 
interaction was strongly inhibited by the treatment with the anti-CD154 mAb, 5C8, 
known to interfere with the binding of CD154 with CD40 (Fig. 5B, lower panels). 
In contrast, CFSE-labelled Jurkat E6.1 cells, the α5β1-positive cells, did not interact 
with the CD154-HEK 293 (Fig. 5C). These data further confirm that membrane-
bound CD154 is not capable of interacting with the α5β1 integrin on cell surface as 





5-Membrane-bound CD154 expressed on Jurkat E6.1 T cells inhibits their Fas, 
TRAIL and TNF-α-mediated cell death. 
Membrane-bound ligand (s) can interact with its membrane-bound receptor 
(s) in two different manners: 1) Trans interaction, when the ligand and its receptor 
are expressed in two different cells; and 2) Cis interaction, when both ligand and its 
receptor are expressed on the same cell (42). Based on the above observation, we 
then investigated the possible interaction of membrane-bound-CD154 and -α5β1 in 
a cis manner. For this purpose, we used Jurkat E6.1 cells transfected with CD154 
and evaluated their death response as compared to empty vector-transfected CD154-
negative Jurkat cells. In the first set of experiments, we demonstrated the expression 
of CD154 on the surface of these cells by flow cytometry (Fig. 6A and 6B). Our 
results confirm that CD154-transfected Jurkat E6.1 cells exhibit CD154 expression 
on their surface as compared to absence of the molecule from the surface of empty 
vector-transfected cells.  
Next, we evaluated the apoptotic response of CD154-expressing Jurkat E6.1 
cells to the various death factors mentioned above in comparison to that of empty 
vector-transfected Jurkat E6.1 cells lacking CD154 expression. Our results show 
that the stimulation with different concentrations of Fas induced a downregulated 
death response in CD154-expresing-Jurkat E6.1 cells as compared to CD154-
negative cells (Fig. 6C), and similar death patterns were observed for rTNF-α (Fig. 
6D) as well as rTRAIL (Fig. 6E). Indeed, JurkatE6.1 cells transfected with CD154 
were less sensitive to the apoptotic effect of Fas ligand, TRAIL and TNF-α than 
empty vector-transfected Jurkat E6.1 cells. These findings indicate that the CD154 
expressed on the surface of Jurkat E6.1 cells was able to decrease Fas-, TNF-α-, and 
TRAIL-mediated death. To determine if the role of CD154 could be generalized to 
other forms of apoptosis, we examined its effect on apoptosis induced by the potent 
PI-3K inhibitor, Wortmannin (43, 44). As shown in Fig. 6F, empty vector-
transfected as well as CD154-transfected Jurkat E6.1 cells exhibited similar 
apoptotic responses upon their stimulation with increasing concentrations of 
Wortmannin, indicating that CD154 does not abrogate the death response of T cells 
against a PI-3K inhibitor and that its effect observed above is not a non-specific 




the soluble form of CD154, the membrane-bound CD154 by interacting with its 
receptor, the α5β1 integrin, both expressed on the surface of the same cell, was 




6-Membrane-bound CD154 binds to membrane-bound α5β1 in a cis manner. 
We demonstrated above that membrane-bound CD154 expressed on the 
surface of CD154-transfected Jurkat E6.1 cells interacting with α5β1 expressed on 
the same cell surface, inhibited their apoptotic responses while the membrane-bound 
form of CD154 expressed on another cell interacting with the α5β1 integrin of 
Jurkat E6.1 cells did not affect the death response of these latter. Thus, we highly 
suspected that the membrane-bound form of CD154 is only capable of interacting 
with α5β1 on cell surface in a cis-type of interaction. To confirm the cis-type of 
interaction between CD154 and the α5β1 integrin, we undertook a double 
immunofluorescence staining of these molecules on cell surface. For this purpose, 
we used empty vector-transfected Jurkat E6.1 cells as α5β1 positive/CD154 
negative cells and CD154-transfected Jurkat E6.1 cells as α5β1 positive/CD154 
positive cells. Subsequently, we localized the CD154 and α5β1 molecules using 
specific antibodies as described in the Materials and Methods section. Our data 
show that empty vector-transfected Jurkat E6.1 only exhibited staining for α5β1 on 
cell surface (Fig. 7A), while CD154-transfected Jurkat cells showed staining for 
α5β1 (Fig. 7B, left panel), for CD154 (Fig. 7B, middle panel) and a visible co-
localization of both molecules on cell surface (Fig. 7B, right panel). Upon merging 
the red fluorescence (that of α5β1) and the green one (that of CD154), we quantified 
the area of co-localization measured in individual Jurkat cells, represented as 
Pearson’s correlation coefficient. Our quantification results confirm the cis 
association of α5β1 and CD154 when both are expressed on the surface of the same 




and α5β1 on cell surface of the same cell highly favours the possibility of a 
functional cis interaction between both molecules.  
Taken together, our data confirm that the membrane-bound form of CD154 
is capable of interacting with α5β1 integrin on cell surface in a cis-type of 
interaction. The biological significance of this phenomenon might be to sequester 
the available CD154 on the surface of activated T cells with the α5β1 integrin 
enhancing the T cell survival while limiting the accessibility to trans binding 
including its binding to the other receptors on other target cells, providing a certain 





The role of CD154 in immune responses has long been established. By interacting 
with its classical receptor CD40, CD154 has been implicated in humoral and cell-
mediated immunity, by inducing activation of several types of immune cells as well 
as affecting their proliferation and apoptosis processes, contributing as such to the 
development of numerous inflammatory and autoimmune diseases. The more recent 
identification of additional receptors for CD154 solicited the interest in digging 
deeper into the role of CD154 in immune responses and their related pathologies. 
Interestingly, our group has previously shown that the CD154/α5β1 interaction 
inhibits Fas-induced death in T cell lines (29), strongly suggesting that the 
CD154/α5β1 interaction enhances the survival and persistence of T cells. In the 
current study, we wanted to further define the role of CD154 in T cell survival using 
not only T cell lines but also human primary T cells. Our data show that the sCD154 
was capable of inhibiting apoptosis induced not only by Fas-Ligand, but also by 
other death signals, namely TRAIL and TNF-α. This is likely due to the capacity of 
CD154 to inhibit caspase-8 activation downstream of death receptors. Indeed, we 
have previously reported that CD154 inhibited Fas-induced apoptosis of Jurkat T 
cells by inhibiting the cleavage and activation of caspase-8 (29). Interestingly, the 
protective effect of CD154 is also seen in human primary T cells suggesting that 
α5β1 integrin engagement with CD154 could be a critical pathway that contributes 
to the survival and persistence of effector T cells in inflammatory diseases. Along 
these lines, the effect seems to be more important for CD4+ than CD8+ T cells. 
Mechanisms accounting for these differences are not clear but could be due to the 
higher levels of α5β1 integrin expressed by CD4+ and to the possibility that α5β1 
integrin is connected to different downstream signalling molecules in the two T cell 
populations. 
 Our results also show that Jurkat E6.1 cells and human T cells exhibit a 
surface expression of the α5β1 integrin in its inactive form, a form shown to be the 
only state of the molecule capable of binding to and interacting with CD154 (23), 
and do not exhibit any expression of CD40 on cell surface. These results are not 
surprising, given the wide expression profile of α5β1 on the surface of numerous 




by which our immune system is regulating its responses (47), trying to decrease the 
load of T cells in related conditions such as inflammatory and autoimmune diseases 
(11, 47). Thus, by inhibiting this process, the CD154/α5β1 dyad is contributing to 
T cell survival and persistence in inflammatory conditions (34-36). Many 
inflammatory diseases are characterized by an elevated number of T cells such as 
RA (48), multiple sclerosis (49, 50), celiac disease (51), and even SLE (52). 
Interestingly, T lymphocytes in autoimmune diseases were shown to express 
aberrant amounts of β1 integrins (53, 54). Not only the receptor, but also the ligand 
is increased in autoimmune/inflammatory diseases (8, 9). More importantly in this 
matter is the fact that not only membrane-bound but also sCD154 is elevated in 
autoimmune/inflammatory diseases, increasing the chance of a functional 
CD154/α5β1 interaction at least with respect to the inhibition of T cell death, since, 
as described by our data here, sCD154 is more potent in interacting with the α5β1 
integrin while the membrane-bound form of the molecule was not capable of such 
interaction in human T cells. Therefore, our results and previously reported findings 
highly suggest that the CD154/α5β1 binding is highly implicated in 
autoimmune/inflammatory responses, more specifically in inhibiting T cell death 
enhancing as such their survival and persistence in these diseases.  
 Going back to our data herein and our previous studies (29), showing that 
the soluble form of CD154 was capable of inhibiting apoptosis induced by the death 
signals Fas, TRAIL as well as TNF-α, we were solicited to determine if the 
membrane-bound form of CD154 was also capable of eliciting similar effects with 
regard to cell death induced by the above-mentioned apoptotic factors. In spite the 
fact that both membrane-bound and soluble CD154 are biologically active (3), the 
interaction of the former with its receptor implicates a more complex form of 
binding given the transmembrane structure of the membrane-bound CD154 and its 
anchorage in the plasma membrane. Both soluble and membrane-bound CD154 
were shown capable of interacting with CD40 (55-57). As to the interaction of 
CD154 with its newly identified receptors, the αIIbβ3 (25, 58), and αMβ2 integrins 
(22), all data documented with respect to the induced intracellular signaling events 
and the subsequent biological responses describes the binding of the soluble form 




show that Jurkat E6.1 cells that express α5β1 on their surface co-cultured with 
CD154-transfected HEK 293 exhibited similar death levels as Jurkat E6.1 cells co-
cultured with CD154-negative HEK, indicating that membrane-bound CD154 is not 
capable of interacting with the α5β1. 
Interestingly, in the matter of membrane-bound ligands and their receptors, it is well 
established that their interaction could be undertaken in two different manners: 1) a 
trans interaction, when the ligand and its receptor are expressed in two different 
cells; and 2) cis interaction, when both ligand and its receptor are expressed on the 
same cell (42). This is particularly of interest in the case of the CD154/α5β1 dyad, 
as both the ligand and the receptor could be expressed on the surface of the same 
cell (42). Different biological responses could even be issued from cis- as compared 
to the trans-type of binding in the ligand/receptor complex (42). Indeed, the cis- 
versus trans- type of interaction on cell membranes have been demonstrated for 
many cell surface molecules, among the first was the CD22 on the surface of B cells 
(59). Such molecule binds sialic acid on B cell surface, more importantly in a cis-
fashion, owing to the high concentration of sialic acid in the B cell membrane (60). 
Importantly, CD22 is associated with BCR and its cis-binding to sialic acid herein 
is believed to halt hyperstimulation of the BCR (61). Also, ligand/receptor dyads 
involving protein-protein interactions were shown to exhibit a cis- and a trans-type 
of interaction. The Natural Killer (NK) cell inhibitory receptors specific for MHC-I 
molecules interact with these latter expressed on target cells (trans-fashion) as well 
as with MHC-I expressed on NK cells themselves (cis-interaction) (62). An example 
here is the Ly49A binding to the H-2Dd allele, most of which is undertaken is a cis-
manner, controlling the number of receptors available for trans binding and the 
stability of the binding (63, 64). Interestingly, more recent studies by Saggu et al., 
have shown that the CD18 integrin, Mac-1, on the surface of neutrophils, is capable 
of cis-binding the FcγRIIA receptors, decreasing their affinity to IgG complexes and 
thus reducing the recruitment of neutrophils to the immune site (65). Indeed, authors 
have demonstrated that silencing of CD18 in mice using siRNA or knocking out the 
corresponding gene leads to an accumulation of neutrophils in kidneys upon mice 
injection with a nephrotoxic serum (65). Thus, the cis-interaction of Mac-1 and 




and a disruption of such process could have significant implications in inflammatory 
and autoimmune diseases. Other examples of receptor/ligand dyad interacting in a 
cis fashion exist and are reviewed in (42, 66). In investigating the cis versus trans 
interaction of the CD154 with the α5β1 integrin, we demonstrated that membrane-
bound CD154 interacting with the α5β1 integrin, both expressed on the surface of 
the same cell, is capable of abolishing the apoptosis of this cell induced by Fas 
ligand, TNF-α or TRAIL. Both molecules are also shown to co-localize when 
expressed on the surface of the same cell. With respect to this latter point, it has 
been previously reported that co-localization of two molecules increases the 
possibility of a functional interaction between them (67). Our data thus indicate that 
membrane-bound CD154 is not capable of binding the α5β1 in a trans-type of 
interaction, and is only capable of interacting with α5β1 on cell surface in a cis-type 
of interaction. The biological significance of this phenomenon might be to sequester 
the available CD154 on the surface of activated T cells with the α5β1 integrin 
enhancing the T cell survival while limiting the accessibility to trans-binding 
including its binding to the other receptors on other target cells, providing a certain 
form of immunological balance.  
In summary, our study further outlines the immune/inflammatory signature of 
CD154 and adds to the list of roles this molecule can play in the pathogenesis of 
autoimmune diseases. A special attention was given to the newly discovered, and 
thus less visited CD154 receptors, namely the α5β1 integrin. Our study highlights 
the biological significance of the CD154/α5β1 dyad more specifically in enhancing 
the survival and persistence of T cells, a phenomenon of high importance in 
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Fig 1. Soluble CD154 inhibits TRAIL- and TNF-α-mediated cell death in 
Jurkat E6.1 cells. (A, B) Cells were incubated with anti-TNF-R1 mAb (H398), 
anti-TRAIL-R1 mAb (C69036), anti-TRAIL-R2 mAb (C71908), anti-α5β1 integrin 
mAb (JBS5), anti-αMβ2 mAb (ICRF44), anti-αIIbβ3 mAb (A2A9/6), anti-CD40 
mAb (G28.5) or isotype IgGs followed by goat anti-mouse IgG-Alexa488. The 
expression of the corresponding molecule on cell surface was analysed by FACS 
Calibur. (C, D) Cell death response of Jurkat E6.1 cells stimulated with TRAIL or 
TNF-α. Jurkat E6.1 T cells were stimulated or not (NS) with different 
concentrations of recombinant TRAIL (rTRAIL) (C) or rTNF-α (D) for 18 hours at 
37°C and assessed for their cell death response by FACS analysis as the percentage 
of death obtained by propidium iodide staining. Statistical testing compared cells 
stimulated with rTRAIL or rTNF-α with NS cells. (E, F) Soluble CD154 inhibition 
of Jurkat T cell death. T cells were pre-treated with different concentrations of 
sCD154 for 6h, then left non-stimulated (NS) or stimulated with sub-optimal 
concentration of rTRAIL (50 ng/ml) (E) or rTNF-α (12ng/ml) (F) for 18 hours at 
37°C and assessed for their cell death response by FACS analysis.  Results represent 
mean values ±SD and are representative of at least 5 independent experiments (** 
p < 0.01, *** p < 0.001). 
 
Fig 2. Soluble CD154 inhibits Fas-mediated cell death in human activated CD3+ 
T cells. (A) Expression of α5β1, CD40, Mac-1, Fas and TRAIL and TNF receptors 
in human activated T cells. T cells were isolated into CD3+ cells and activated with 
PHA/IL-2 for 6 days. Cells were then incubated with anti-CD154 (C4) (left panel), 
anti-α5β1 (JBS5 and B44),  anti-CD40 (G28.5) and anti-Mac-1(ICRF44) (middle 
panel), and anti-Fas (LOB3/17), anti-TRAIL-R1 (C69036), anti-TRAIL-R2 
(C71908) and anti-TNF-R1 (H398) (right panel) mAbs or the corresponding 
isotype IgGs followed by goat anti-mouse IgG-Alexa488 staining and evaluated for 
expression of the corresponding molecule on cell surface by FACS analysis. (B) 
Cell death response of CD3+ T cells stimulated with anti-Fas, TRAIL or TNF. 




concentrations of rTRAIL, rTNF or CH-11 (anti-Fas) for 24 hours at 37°C and 
assessed for cell death response by FACS analysis as the percentage of death 
obtained by propidium iodide staining. Statistical testing compared cells stimulated 
with rTRAIL, rTNF-α or CH-11 with NS cells. (C) Soluble CD154 inhibition of 
Fas-induced human CD3+ T cell death. Activated CD3+ T cells were pre-treated 
with different concentrations of sCD154 for 6h, then left non-stimulated (NS) or 
stimulated with the CH-11 mAb (200ng/ml) for 24h at 37°C. Cell death was then 
evaluated using propidium iodide by FACS. Results represent mean values ±SD and 
are representative of 5 independent experiments performed with T cells isolated 
from 5 different blood donors (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001). 
 
Fig 3. Soluble CD154 inhibits Fas-mediated cell death more importantly in 
human activated CD4+ T cells than CD8+ ones. (A) Expression of α5β1, CD40, 
Mac-1, Fas, TRAIL and TNF receptors in human activated CD4+ and CD8+ T 
cells. T cells were isolated by negative selection into CD4+ T cells and activated 
with PHA/IL-2 for 6 days. Cells were then incubated with anti-CD154 (C4) (left 
panels), anti-α5β1 (JBS5 and B44), anti-CD40 (G28.5) and anti-Mac-1 (ICRF44) 
(middle panels), and anti-Fas (LOB3/17), anti-TRAIL-R1 (C69036), anti-TRAIL-
R2 (C71908) and anti-TNF-R1 (H398) (right panels) mAbs or the corresponding 
isotype IgGs followed by goat anti-mouse IgG-Alexa488 staining and evaluated for 
expression of the corresponding molecule on cell surface by FACS analysis. (B) 
Soluble CD154 inhibition of Fas-induced- CD4+ and -CD8+ T cell death. 
Activated CD4+ and CD8+ T cells were pre-treated with different concentrations of 
sCD154 for 6h, then left non-stimulated (NS) or stimulated with the CH-11 mAb 
for 24h at 37°C. Cell death was then evaluated using propidium iodide by FACS. 
Results represent mean values ±SD and are representative of 5 
independent experiments performed with T cells isolated from 5 different blood 
donors (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001). 
 
Fig 4. Interaction of membrane-bound CD154 with integrin α5β1 does not 
inhibit Fas-mediated cell death in Jurkat E6.1 cells and human T cells. (A) HEK 
293 cells were stably transfected with human CD154 (HEK 293-hCD154) or empty 




corresponding isotype IgGs followed by goat anti-mouse IgG-Alexa488 staining 
and evaluated for CD154 expression on cell surface by FACS analysis. (B-C) Cell 
death response of Jurkat E6.1 cells and human T cells stimulated with Fas ligand 
in the presence or absence of membrane-bound CD154. (B) Jurkat E6.1-NT cells 
and (C) human T cells were co-cultured with HEK 293-vect. or HEK 293-hCD154 
using different cell/cell ratios (1:1, 1:3 and 1:5) for 6h at 37◦C and stimulated with 
constant concentrations of anti-CH-11 (3ng/ml or 200ng/ml respectively) for 18 
hours at 37°C. Cell death response was determined by FACS analysis as the 
percentage of death obtained by propidium iodide staining. Results represent mean 
values ±SD and are representative of at least 5 independent experiments.  
 
Fig 5. Jurkat E6.1 cells do not adhere to CD154-transfected HEK 293. (A) 
Expression of α5β1, CD40, Mac-1 and αIIbβ3 receptors on BJAB cells. BJAB 
cells were incubated with anti-α5β1 (JBS5 and B44), anti-CD40 (G28.5), anti-Mac-
1 (ICRF44) and anti-αIIbβ3 (A2A9/6) mAbs or the corresponding isotype IgGs 
followed by goat anti-mouse IgG-Alexa488 staining and evaluated for expression 
of the corresponding molecule on cell surface by FACS analysis. (B, C) Adherence 
of Jurkat E6.1 or BJAB cells to CD154-transfected HEK 293. (B) BJAB cells were 
labelled with CFSE and treated or not with the anti-CD154 mAb, 5C8 before being 
co-cultured with HEK 293-vect. or with CD154-transfected HEK 293 (HEK 293-
hCD154) for 5min at 37◦C. Scale bar = 100μm. (C) Jurkat E6.1-NT cells were 
labelled with CFSE then co-cultured with HEK 293-vect. or with HEK 293-hCD154 
for 5min at 37◦C. The adherence of Jurkat E6.1 or BJAB cells to HEK293-hCD154 
was analyzed by fluorescence microscopy. Scale bar in (B) = 100μm and in (C) = 
20μm. Results represent mean values ±SD and are representative of at least 5 
independent experiments.  
 
Fig 6. CD154 expression on the surface of Jurkat E6.1 cells inhibits their Fas-, 
TRAIL- and TNF-mediated death response. (A, B) Jurkat E6.1 cells were stably 
transfected with human CD154 (Jurkat E6.1-hCD154) or empty vector (Jurkat E6.1-
vect.). Cells were then incubated with anti-CD154 (C4) mAbs or the corresponding 
isotype IgGs followed by goat anti-mouse IgG-Alexa488 staining and evaluated for 




response of CD154-transfected-Jurkat T cells stimulated with Fas ligand, TRAIL 
or TNF-α. Jurkat E6.1-hCD154 and Jurkat E6.1-vect. T cells were stimulated with 
anti-Fas (C), rTNF-α (D) or rTRAIL (E) for 18 hours at 37°C and assessed for their 
cell death response by FACS analysis as the percentage of death obtained by 
propidium iodide staining. (F) Cell death response of CD154-transfected-Jurkat T 
cells stimulated with a survival inhibitor. Jurkat E6.1-hCD154 and Jurkat E6.1-
vect. T cells were stimulated with Wortmannin for18 hours at 37°C and assessed for 
their cell death response by FACS analysis. Results represent mean values ±SD and 
are representative of at least 5 independent experiments ( ** p < 0.01, *** p < 
0.001).  
 
Fig 7. Cis association between membrane-bound CD154 and α5β1 on the 
surface of the same cell. (A, B) Jurkat E6.1-vect. (A) and Jurkat E6.5-hCD154 (B) 
cells were fixed in PFA and permeabilized in Triton before the addition of sCD40-
Fc-biotinylated followed by streptavidin PE, to mark CD154 molecules in red and 
JBS5 followed by GAM-Alexa488 to mark the α5β1 integrin in green. DNA was 
counterstained with Hoechst dye. Images were recorded with a microscope 
(ApoTome.2, Observer. Z1; Carl Zeiss, Inc.) and driven by AxioVision LE software 
(Carl Zeiss, Inc.). (C) Quantification of co-localization sites. Co-localization 
between the integrin (red) and CD154 (green) was represented as Pearson’s 
correlation coefficient and measured in individual Jurkat cells. Scale bars in (A, B) 
= 10µm. Results represent mean values ±SD and are representative of 3 




































Le CD154, est un régulateur important de la réponse immunitaire. Son interaction 
avec son principal récepteur le CD40, s'est avérée jouer un rôle majeur dans la 
pathogenèse de plusieurs maladies auto-immunes et inflammatoires étant donné 
l’expression quasi ubiquitaire du CD154 et du CD40 sur les cellules immunitaires 
[13]. Depuis quelques années, des études ont montré que dʼautres récepteurs tels 
que : αIIbβ3, αMβ2, αvβ3 et α5β1 appartenant à la famille des intégrines, pouvaient 
interagir avec le CD154 [60, 61, 62]. Cette découverte ajoute davantage de 
complexité aux divers rôles auxquels le CD154 participe. Les intégrines sont 
connues pour jouer un rôle dans le contrôle de nombreux processus cellulaires tels 
que l’adhérence, la migration, la prolifération, la différenciation et l’apoptose 
cellulaire suite à  leurs interactions avec leurs ligands naturels [64, 65]. Cependant, 
le rôle biologique de lʼinteraction du CD154 avec ses récepteurs nouvellement 
identifiés reste peu étudié, d’où l’objectif de cette étude.   
Les principaux résultats générés dans ce projet montrent que le sCD154 est capable 
dʼinteragir avec lʼintégrine α5β1 exprimée par les cellules T, et que cette interaction 
inhibe l'apoptose cellulaire induite par Fas dans les lignées de cellules T Jurkat E6.1 
et HUT-78 suite à lʼinhibition du clivage de la caspase-8. Nous avons également 
montré que lʼeffet anti-apoptotique induit par lʼaxe CD154/α5β1 nʼétait pas restreint 
au Fas seulement, mais était généralisé aux autres récepteurs de mort de la famille 
des TNF tel que le TRAIL et le TNF. Plus intéressant encore, nos résultats ont 
montré que la pré-incubation avec le sCD154 des cellules T humaines TCD3+ 
préalablement activées et exprimant seulement à leur surface la forme inactive de 
α5β1, protège ces dernières de la mort induite par Fas. De plus, nous avons montré 
que cette inhibition de la mort était plus importante dans les cellules T CD4+ 
comparée aux cellules  T CD8+. Enfin, nous avons montré que comme le sCD154, 
le mCD154 était capable dʼinhiber la mort induite via les différents récepteurs de 
mort Fas, TRAIL et TNF, mais seulement par un mécanisme cis-dépendant lorsque 
le CD154 et lʼintégrine α5β1 sont exprimés à la surface dʼune même cellule. 
 
Les lymphocytes T sont au centre de la pathogénèse des maladies auto-immunes. Il 
a été démontré que les cellules T des patients atteints du lupus et de polyarthrite 




travaux ont démontré que les intégrines, et en particulier les intégrines β1, suite à 
leurs interactions avec leurs ligands naturels, inhibent les événements apoptotiques 
dans les cellules T de nature normale ou maligne. Dans ce projet, nous avons voulu 
étudier le rôle de lʼinteraction CD154/ α5β1 dans le phénomène dʼapoptose des 
cellules T. 
 
Les lignées lymphocytaires T Jurkat E6.1 et  HUT-78 ainsi que les cellules T 
humaines ont principalement été utilisées dans cette étude. Les lignées cellulaires 
choisit representent un bon modèle pour étudier l’intéraction α5β1/CD154 sur les 
cellules T. Ces dernieres comme les cellules T humaines expriment exclusivement 
lʼintégrine α5β1 sous sa forme inactive qui, comme décrit plus haut, est la seule 
conformation de lʼintégrine α5β1 qui peut interagir avec le CD154. Ces cellules T 
étaient négatives pour lʼexpression des autres récepteurs du CD154, le CD40, le 
Mac-1 et lʼαIIbβ3. Étant donné que la liaison du CD154 à l’α5β1 a été montrée à la 
surface des lignées monocytaires U937, il était primordial pour nous de démontrer 
en premier la spécificité de liaison CD154/α5β1 sur les cellules T.  
 
Nos résultats ont démontré que le sCD154 était capable de se lié spécifiquement à 
lʼintégrine α5β1 et que cette interaction était indépendante des résidus du CD154 
qui sont impliqués dans l’interaction avec le CD40. Lʼinteraction CD154/α5β1 a été 
montrée induire lʼactivation des voies de signalisation MAPK (Erk1/2) dans les 
cellules U937 [61]. Par ailleurs, lʼinteraction de lʼintégrine β1 avec ses ligands 
naturels induit également lʼactivation des voies de signalisation MAPK 
(p38/ERK1/2) mais également PI3-K/Akt  [139, 169, 172, 234]. Dans cette étude, 
nous avons montré que lʼengagement du CD154 avec lʼintégrine α5β1 exprimée au 
niveau des cellules T Jurkat E6.1 était également capable dʼactiver ces mêmes voies 
de signalisation MAPK (p38/ERK1/2) et PI3-K/Akt. Il a été rapporté que 
lʼactivation de ses voies de signalisation au niveau des cellules B suite à une 
interaction CD154/CD40 induisait lʼactivation et la prolifération de ces cellules [3, 
39]. La capacité du sCD154 à induire une signalisation intracellulaire dans les 
cellules T suite à son interaction spécifique avec la forme inactive de α5β1 dévoile 






Plusieurs travaux ont démontré lʼimplication des voies de signalisation MAPK 
(p38/ERK1/2) et PI3-K/Akt dans une réponse antiapoptotique au niveau des cellules 
T [233, 234, 235, 236, 237, 238]. En effet, il a été rapporté quʼau niveau des cellules 
T primaires, lʼactivation des voies de signalisation MAPK et PI3-K augmente la 
survie des lymphocytes T en inhibant l’apoptose médiée par le récepteur Fas, cette 
effet était dû à la diminution de l’activité proapoptotique de la caspase-8 et des 
protéines Bid [236, 136]. Une autre étude a démontré que chez les patients atteints 
de polyarthrite rhumatoïde, lʼengagement des intégrines β1 induit l’activation de la 
voie p38 /MPAK. Cette activation augmente la survie lymphocytaire en inhibant le 
clivage de la caspase-8 [172, 188]. Dʼautres travaux ont rapporté que lʼactivation de 
la voie PI3K/Akt contribue efficacement à l’inhibition de l’apoptose des 
lymphocytes T induite via Fas [239, 240]. En effet, des protéines pro-apoptotiques 
comme Bad et la caspase-9 ont été considérées comme étant des substrats pour la 
protéine Akt et leur phosphorylation par cette derniere inhibe leur effet 
proapoptotique et augmente la survie cellulaire [239, 240].  
 
Compte tenu de ces données, nous avons été très intéressés par rechercher si 
l'interaction CD154/α5β1 pouvait induire des signaux anti-apoptotiques et de survie  
dans les  lymphocytes T. Nos résultats montrent que lorsque le CD154 interagit avec 
lʼintégrine α5β1, il est capable d'inhiber l'apoptose induite par Fas et cela dans les 
lignées de cellules T Jurkat E6.1 et HUT-78 par lʼinhibition de la caspase-8. En 
effet, et en accord avec les études ci-dessus, la pré-incubation de ces cellules avec 
le sCD154 a complètement inhibé la mort induite via Fas dans les cellules T, 
indiquant que CD154 pourrait représenter un élément essentiel de la persistance et 
de la survie des cellules T lors des réponses inflammatoires et auto-immunes. Etant 
donné que  les voies intrinsèques et extrinsèques interfèrent également avec le 
clivage de la caspase 8 qui clive la protéine Bid pour fournir le fragment "T-bid", 
qui interagit avec la mitochondrie et induit la libération du cytochrome C [156], il 
aurait été intéressant ici dévaluer si lʼinteraction CD154/α5β1 était également 
capable dʼinhiber le clivage de Bid et le relargage du cytochrome C, afin de voir 





Etant donné les résultats obtenus avec les lignées cellulaires T Jurkat E6.1 et HUT-
78, nous avons été très intéressés par rechercher si l'interaction de l'α5β1 avec le 
CD154 pourrait également induire des signaux de survie dans les  lymphocytes T 
humains. Pour ce faire, nous avons utilisé des cellules T isolées à partir de PBMC 
de donneurs sains. En accord avec les études ci-dessus, la pré-incubation de ces 
cellules avec du sCD154 a inhibé la mort induite par Fas dans les cellules T CD3+ 
activées. Fait intéressant, lʼinhibition de la mort été plus importante dans les sous 
population de lymphocytes T CD4+ que T CD8+. Cette différence dans la réponse 
de mort peut être dus aux niveaux plus élevés d’intégrine α5β1 exprimés par les T 
CD4+ et au fait que l’intégrine α5β1 peut interagir avec plusieurs molécules de 
signalisation en aval, et donc différents mécanismes peuvent être impliqués dans la 
réponse de survie des T CD4+ et des TCD8+ [65, 163, 164, 166]. Le CD154 peut 
donc représenter un élément critique dans la survie des cellules T lors des réponses 
inflammatoires, faisant en sorte que lʼinteraction CD154/α5β1 pourrait être d’une 
haute importance dans la persistance des cellules T et la réponse proinflammatoire 
lors des maladies autoimmunes. 
 
Durant la réponse immunitaire, la balance entre la survie et lʼapoptose des cellules 
T constitue un mécanisme clé qui permet une régulation de la réponse immunitaire 
et le maintien de l’homéostasie cellulaire, prévenant ainsi le développement des 
maladies inflammatoires et autoimmunes. Lʼinteraction CD154/α5β1 pourrait jouer 
un rôle important tant qu’au niveau physiologique que pathologique. En effet, lors 
de la réponse immunitaire, lʼinteraction CD154/α5β1 pourrait constituer un signal 
de survie qui permettrait aux cellules T de proliférer et de se différencier en cellules 
T effectrices, puis en cellules mémoires à la fin de la réponse immunitaire.  Il a été 
rapporté que les CD154 est exprimé à la surface des cellules T activées pendant 
quelques heures, avant d’être clivé par les métallo-protéinases et retrouvé dans le 
liquide biologique sous forme soluble qui est biologiquement active [8, 9, 270]. On 
pourrait penser que le sCD154 pourrait interagir avec lʼintégrine α5β1 à la surface 
des cellules T et exercer un effet anti-apoptotique qui permettrait aux cellules T 






Par ailleurs, lʼinteraction CD154/α5β1 pourrait également être considérée comme 
un régulateur néfaste qui permettrait aux cellules T de persister et de résister à 
l’apoptose induite par Fas, contribuant ainsi au maintien de l’environnement 
inflammatoire et au développement des maladies auto-immunes. En effet, l'apoptose 
des cellules T est un moyen par lequel notre système immunitaire régule ses 
réponses, en essayant de diminuer la charge des cellules T dans des conditions 
pathologiques telles que les maladies autoimmunes [25, 323]. Ainsi, en inhibant 
cette apoptose des cellules T, la dyade CD154 /α5β1 contribue à la survie et à la 
persistance des cellules T en conditions inflammatoires. Lors de lʼarthrite 
rhumatoïde, il a été rapporté que la survie des lymphocytes T ainsi que leur 
résistance à l’apoptose induite par Fas, augmentent l’accumulation et la persistance 
de ces cellules au niveau du liquide synovial [215]. Ce dernier a été considéré 
comme étant la source principale des signaux de survie des lymphocytes T. En plus, 
plusieurs études ont associé la sévérité de l’arthrite rhumatoïde à l’augmentation de 
la concentration du sCD154 au niveau du liquide synovial [215, 296]. Ceci suggère 
que la persistance, l’accumulation et la survie des cellules T au niveau des 
articulations enflammées peuvent être contrôlées en partie par l’effet du couple 
CD154/α5β1.  
 
Nos résultats avaient montré que le signal de survie médié par le CD154 était 
davantage présent dans les sous-populations T CD4+. Ces dernières constituent une 
population de cellules très hétérogènes et plusieurs sous-populations de 
lymphocytes T ont été découvertes [324]. Chacune de ces sous populations est 
caractérisée par un rôle bien déterminé durant la réponse immunitaire, notamment 
les cellules Th1 et Th17 dont le rôle a été bien été documenté dans le développement 
des maladies auto-immunes tels que la polyarthrite rhumatoïde, la sclérose en 
plaques et d'autres [324, 325, 326]. De ce fait, il serait très intéressant dʼévaluer la 
contribution du couple CD154/α5β1 dans la réponse spécifique de chacune de ces 
sous populations lymphocytaires.  
 
Dans cette étude nous avons montré que lʼinteraction du CD154 avec lʼintégrine 
α5β1 n'est pas spécifique à l'apoptose induite par le récepteur de mort Fas mais 




et TNF-α. Fas a été le premier récepteur de mort identifié et de ce fait, le plus étudié 
[137]. Fas appartient à la superfamille des récepteurs du TNF (TNFR). Dʼautres 
récepteurs comme le TNFR1 et les récepteurs TRAILR1 et TRAILR2 appartenant 
également à cette famille ont été identifiés par la suite [139, 149]. Plusieurs travaux 
ont rapporté que les récepteurs de mort TRAIL-R et TNF-R sont capables eux aussi 
dʼinduire la mort des lignées cellulaire T Jurkat E6.1 que nous avons utilisé dans 
cette étude [240]. De plus, il a été démontré que suite à la liaison de ces derniers à 
leur ligands respectifs TNF-α et TRAIL, ils sont capables comme Fas, dʼinduire la 
mort cellulaire suite à lʼactivation de la caspase 8 [153, 154]. Ces données sont en 
accord avec nos résultats qui ont montrés que suite à son interaction avec lʼintégrine 
α5β1, le sCD154 est capable d'inhiber la réponse de mort cellulaire induite par Fas 
et cela par la suppression du clivage de la caspase-8 et nous laisse supposer que 
le même mécanisme est utilisé ici par le sCD154 afin dʼinhiber la réponse de mort 
induite par TRAIL-R et TNF-R. Par ailleurs, nos résultats confirment davantage le 
rôle de lʼinteraction CD154/α5β1 dans la persistance des cellules T. 
 
Jusqu’à maintenant, nos résultats ainsi que les travaux effectués sur  lʼinteraction du 
CD154 avec ses récepteurs les intégrines ont tous porté sur la forme soluble du 
CD154 ou des intégrines. Le CD154 existe sous deux formes, une forme 
membranaire et une forme soluble [8, 9, 242], qui résulte du clivage enzymatique 
de la forme membranaire par les métalloprotéinases ADAM-10 et ADAM-17 [8]. 
Les deux formes membranaire et soluble du CD154 forment un homotrimére qui est 
biologiquement actif [8, 9]. Il est bien documenté que les deux formes du CD154 
membranaire et soluble (sous leur forme trimerique) peuvent interagir avec le CD40 
[242] et induire différentes réponses biologiques dans les nombreuses cellules 
immunitaires qui les expriment. La découverte des nouveaux récepteurs du CD154, 
les intégrines α5β1, αMβ2, αvβ3 et αIIbβ3 [60, 61, 62, 63], ouvre le champ des 
questions quant à la nature de lʼinteraction et le rôle de cette dernières dans les 
différentes réponses biologiques. Dans une autre partie de cette étude, nous avons 
voulu déterminer si la forme membranaire du CD154 est, comme la forme soluble, 
capable dʼinteragir avec les intégrines pour induire différentes réponses biologiques, 
notamment comme dans le cas de  lʼintégrine α5β1, pour activer les voies de 




qui permettrait d’accentuer davantage la persistance des cellules T aux cours des 
réponses inflammatoires. 
 
Nous avons démontré dans cette étude que le mCD154 peut lier lʼintégrine α5β1, 
mais seulement par une interaction cis, quand ces dernières sont exprimées à la 
surface dʼune même cellule. Cette interaction est capable dʼinhiber la mort induite 
via FAS, TRAIL et TNF dans les lignées T Jurkat E6.1-hCD154.  
La forme membranaire est comme on a vu, très importante, non seulement du fait 
qu’elle soit exprimée par plusieurs types cellulaires, mais également par ce qu’elle 
est surexprimée par plusieurs cellules immunitaires lors des maladies inflammatoire 
et autoimmunes et que suite à son clivage par les métalloprotéines, la forme soluble 
est libérée dans les liquides biologiques. En effet, le CD154 est exprimé par toutes 
les cellules impliquées dans la pathogenèse de lʼathérosclérose: cellules 
endothéliales, lymphocytes T, monocytes/macrophages et cellules musculaires 
lisses [13, 25, 242]. Chez  les patients souffrants de SLE, le mCD154 est surexprimé 
sur les cellules T CD4+ et CD8+, mais également par les lymphocytes B et les 
monocytes des patients  [215, 283, 290, 291]. Dans  lʼarthrite rhumatoïde, le CD154 
est surexprimé à la surface des lymphocytes T synoviaux des patients en 
comparaison avec les contrôles [215, 283, 290, 291].  
Les intégrines sont également exprimées par plusieurs types cellulaires. L'intégrine 
αIIbβ3 est exprimée sur les plaquettes et les mégacaryocytes [60, 195, 177],  
lʼintégrine αMβ2 est principalement sur les monocytes, les macrophages et les 
neutrophiles [62] et l’intégrine α5β1 est exprimée à la surface des cellules 
immunitaires comme les lymphocytes T et B, les monocytes, les macrophages, les 
plaquettes, et les cellules dendritiques [61, 202, 207, 208]. Les intégrines sont 
également surexprimées lors de nombreuses maladies auto-immunes, ou elles 
favorisent la survie et le maintien des cellules immunitaires [321, 322]. Elles 
favorisent également la croissance tumorale dans différents cancers comme le 





Dans cette étude, nous avons utilisé un modèle de cellules Jurkat T transfectées avec 
le gène du hCD154. Ces cellules expriment exclusivement lʼintégrine α5β1 et sont 
négatifs pour les autres récepteurs. Les cellules T Jurkat E6.1-hCD154 expriment 
également les différents récepteurs de mort FAS, TRAIL-R1, TRAIL-R2 et TNF-
R1 et sont donc sensibles à la mort par apoptose. Nous avons montré que 
contrairement aux cellules Jurkat T Jurkat E6.1-NT  nʼexprimant pas le CD154, les 
cellules Jurkat  E6.1−hCD154, étaient capable dʼinhiber la mort induite par les 
différents récepteurs de mort FAS, TRAIL et TNF. Ces résultats vont dont le sens 
de nos précédentes observations, ou lʼinteraction du sCD154 avec α5β1 inhibe la 
mort induite via les différents récepteurs de la famille des TNF et souligne 
davantage lʼimportance et lʼimplication  de lʼaxe CD154/ α5β1 dans la résistance 
des cellules T à la mort par apoptose notamment dans les maladies auto-immunes.  
 
Nous avons également montré que lʼinteraction du mCD154 avec lʼintégrine α5β1 
est due seulement par un mécanisme cis quand les deux molécules sont exprimées 
à la surface dʼune même cellule. En effet, on a montré que lorsque le CD154 ou 
lʼintégrine α5β1 étaient exprimées à la surface de deux cellules différentes en 
utilisant un système de co-culture, aucune inhibition de mort était observée au  
niveau des cellules T Jurkat E6.1 suite à leur traitement avec les récepteurs de mort  
FAS ou TRAIL et cela dans n’importe quel ratio utilisé. Les mêmes résultats ont été 
obtenus lorsqu’on a utilisé le même système de co-culture avec des cellules T CD3+. 
 
Les interactions de type cis et trans sur les membranes cellulaires ont été décrites  
pour de nombreuses molécules de surface cellulaire [325]. Différentes réponses 
biologiques pourraient être obtenues suite à une interaction cis ou trans, permettant 
ainsi de réguler les réponses biologiques [327]. En effet, dans les cellules NK, il a 
été démontré une interaction cis entre un récepteur inhibiteur du CMH de classe I et 
le CMH de classe I [328]. En effet, le récepteur inhibiteur Ly49 sur les cellules NK 
qui contiennent des ITIM dans sa partie cytoplasmique, se lie non seulement au 
ligand H-2Dd exprimé sur les cellules cibles (interaction trans) mais interagit 
également avec H-2Dd sur la même surface cellulaire (interaction cis). L'interaction 
cis empêche la capacité de liaison de Ly49A à H-2Dd sur les cellules cibles, 




que la manière dont l'interaction cis ou trans affecte la signalisation inhibitrice par 
Ly49A reste mal comprise, il a été rapporté que cette interaction cis peut atténuer le 
seuil d'activation des cellules NK [328].    
  
Dʼautres études ont rapporté que lors de l'allergie, la signalisation cellulaire qui 
active les cellules effectrices, les mastocytes et les basophiles, est régulée par 
différents récepteurs inhibiteurs situés à leur surface. Le récepteur LilrB2 (leukocyte 
immunoglobulin-like receptor B2) et son orthologue chez le souris, le récepteur PIR-
B (paired immunoglobulin (Ig)-likereceptors), s’associent de manière constitutive 
au CMH de classe I sur la même cellule par une interaction cis, et contrôle la 
production des  IgE dans les mastocytes. Cette interaction cis est également capable 
de réguler la libération de cytokines [329]. Ainsi, la liaison constitutive en cis entre 
LILRB2 ou PIR-B et le CMH de classe I joue un rôle essentiel dans la régulation 
des réponses allergiques [329].  
 
Une interaction cis entre Sema6A et son récepteurs Plexin-A4 a également été 
décrite par Liat Haklai-Topper et ses collaborateurs. Sema6A est une sémaphorine 
transmembranaire qui régule la formation de projections d'axones dans 
l'hippocampe, ainsi que la formation du tractus rachidien cortical et la migration des 
cellules granulaires mais favorise également  la croissance dendritique des neurones. 
Il a été démontré que lʼinteraction cis de Sema6A avec  Plexin-A4 empêche la 
liaison de Sema6A avec ses autres récepteurs en trans [330]. 
 
Des études plus récentes ont montré que dans les neutrophiles,  l’intégrine de Mac-
1, sous sa forme inactive, était capable dʼinteragir en cis avec le récepteur FcyRIIA, 
suite à la liaison des glycanes sialylés de FcγRIIA avec le domaine αI de Mac-1 via 
des cations divalents. Cette interaction induit la diminution de lʼaffinité du récepteur 
pour les IgG et réduit le recrutement de neutrophiles au site immunitaire [331].  Il a 
été montré quʼune déficience dans le Mac-1 dans de neutrophiles humains entraine 
une accumulation accrue des neutrophiles dans lʼendothélium [331]. Ainsi, 
l’interaction en cis entre Mac-1 et FcyRIIA est un moyen de réguler l’accumulation 




perturbation de ce processus pourrait avoir des implications importantes dans les 
maladies inflammatoires et auto-immunes.  
 
Lʼensemble de ses travaux vont dans le sens de nos résultats qui ont montré que le 
mCD154 peut interagir avec lʼintégrine α5β1 en cis, et peut inhiber la mort induite 
via les différents récepteurs de morts. Etant donné qu’aucun effet de cette interaction 
nʼa été observé en trans, on peut penser que le mCD154 interagit avec α5β1 en cis 
et que cette interaction inhibe lʼinteraction du CD154 en trans, comme ce qui a été 
rapporté plus haut avec les autres molécules. 
Nos résultats sont très intéressants, car ils démontrent pour la première fois 
lʼexistence dʼune interaction cis du CD154 avec α5β1. Plusieurs cellules 
immunitaires peuvent exprimer les deux molécules au même temps, comme les 
cellules T activées, les cellules dendritiques, les monocytes/macrophages, les 
plaquettes activées et même les cellules B lors dʼun état pathologique. On pourrait 
penser que dans ces cellules le CD154 peut interagir avec α5β1 en cis afin de 
maintenir un homéostasie immunitaire et de ce fait, le CD40 serait le seul récepteur 
du CD154 a pouvoir interagir avec ce dernier sous sa forme membranaire (en cis ou 
en trans) ou soluble pour induire une panoplie de réponses biologiques dans les 
divers cellules immunitaires et que les intégrines interagissent avec la forme soluble 
ou membranaire mais en cis du CD154 afin dʼinduire des réponses bien définies et 
maintenir un certain équilibre immunologique. Ce-ci rajoute davantage de 
complexité compte aux interactions du CD154 avec ses récepteurs. Par ailleurs, lors 
des réponses inflammatoires et auto-immunes, ou les cellules T jouent un rôle 
crucial notamment dans la PR, la sclérose en plaques et le SLE, le niveau de soluble 
ainsi que le membranaire CD154 sont augmentés [25, 215, 241]. On observe 
également dans les maladies auto-immunes des quantités aberrantes d'intégrines β1 
[232]. De ce fait, lʼinteraction CD154 / α5β1 est augmentée lors de ces pathologies 
augmentant ainsi la survie et la persistance des cellules T et le maintien d’un 
environnement inflammatoire.  
 
En conclusion, cette étude ajoute des informations importantes sur la nature de 
l'interaction CD154 / α5β1 dans les cellules T. Cette nouvelle observation inculpe 




α5β1 dans lʼinitiation, mais également dans la progression et la persistance des 
pathologies inflammatoires et auto-immunes en particulier. L'inhibition spécifique 
de cet axe peut représenter une cible thérapeutique potentielle dans le traitement des 
pathologies. Cependant des études in vivo plus approfondies seront nécessaires pour 




























Dans cette étude, nous avons montré que le sCD154 se lie spécifiquement à  
lʼintégrine α5β1 sur les cellules T, et que cette interaction inhibe l'apoptose 
cellulaire induite par Fas mais également par les autres récepteurs de mort TRAIL 
et TNF dans les lignées cellulaire Jurkat E6.1. Cet effet a également été observé 
pour les cellules T humaines TCD3+ activées et de façon  plus importante dans les 
cellules TCD4+. Enfin, nous avons montré que le mCD154 était capable dʼinhiber 
la mort induite via les différents récepteurs de mort Fas, TRAIL et TNF, lorsqu’il 
interagit avec lʼintégrine α5β1 en cis.   
 
Cependant, plusieurs questions méritent d’être explorées. Par exemple, nous avons 
montré que lʼinteraction CD154/α5β1 protège davantage les cellules TCD4+ de 
la mort induite par Fas que les cellules TCD8+. On sait que les cellules TCD4+ 
constituent une population de cellules très hétérogènes et différentes sous- 
populations ont été identifiées dont les Th1, Th2, Treg et Th17 qui ont chacune un 
rôle bien déterminé dans lors de la réponse immunitaire. De ce fait, il serait très 
intéressant d'évaluer la contribution du couple CD154/α5β1 dans la réponse 
spécifique de chacune de ces sous populations lymphocytaires. 
 
Nous avons démontré que le mCD154 est capable d’interagir avec lʼintégrine α5β1 
par une liaison cis dépendante. Il est important ici dʼinvestiguer si ce mode 
d’interaction est généralisé pour les autres intégrines αvβ3, αIIbβ3 et Mac-1 et de 
comparer les réponses biologiques induite par le membranaire et soluble CD154. 
 
Il est maintenant bien connu que des taux élevés du sCD154 sont retrouvés dans le 
liquide biologique lors de plusieurs maladies auto-immunes comme le lupus et que 
les cellules T de ces patients expriment des niveaux élevés de CD154 [241, 215]. 
D’autre part, l’intégrine β1 est surexprimée dans les cellules T des patients atteints 
du lupus [321]. Il serait intéressant d’évaluer l’expression de la sous unité α5 sur ses 
cellules, afin de voir si l’interaction CD154/α5β1 en cis est capable de protéger les 
cellules T de la mort induite via les différents récepteurs de morts. Le sCD154 
retrouvé dans le sérum des patients peut lui aussi contribuer à la survie des cellules 




un lien direct de l’implication du couple CD154/ α5β1 dans les maladies auto-
immunes et le lupus en particulier.  
 
De nombreuses études confirment l’implication de l’axe CD154 / CD40 dans 
diverses affections immunitaires et inflammatoires telles que la polyarthrite 
rhumatoïde. Le CD154 active de nombreuses cellules d'importance critique dans la 
pathogenèse de la PR, induisant des réponses telles que la libération de cytokines, 
la dégradation de la matrice et la production d'autoanticorps, et favorise ainsi le 
développement de la maladie. Bien que l'étiologie de ces maladies reste non résolue, 
plusieurs preuves confirment le rôle clé des interactions CD154 / CD40 dans 
l'initiation de ces maladies [278, 279, 280, 283, 284]. La découverte de nouveaux 
récepteurs pour le CD154 : αIIbβ3, α5β1, αvβ3 et αMβ2 a élargi notre 
compréhension de l’implication du CD154 dans la physiopathologie de la réponse 
inflammatoire chronique dans la polyarthrite rhumatoïde. Il serait ici intéressant 
d’étudier le rôle de l’interaction du CD154 avec ses récepteurs dans un modèle in 
vivo d’arthrite chez la souris (CIA) et identifier la contribution de chacun des 
récepteurs.  
 
Étant donné la forme trimérique du CD154, que différents résidus sont impliqués 
dans sa liaison avec ses récepteurs, que le CD154 se lie à chacune des intégrines 
d'une manière spécifique et que divers cellules peuvent exprimer différents 
récepteurs du CD154, nous pensons que le CD154 peut interagir simultanément 
avec plusieurs récepteurs. Pour cela on peut utiliser la technique de Bret 
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